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LEXIQUE

Akaike Information Criterion (AIC) : Un critére de sélection basé sur le maximum de vraisemblance, avec

lequel il est possible de comparer une hypothése (dans le cadre de I’étude, un modeéle d’évolution moléculaire)
qu’elle soit niché ou non. L’hypothése qui présente la valeur AIC la plus petite est considérée comme la plus
probable. Le test statistique AIC est un compromis entre |’adéquation du modéle aux données (mesurée par la
valeur de vraisemblance ln) et le nombre de paramétres du modele car les modéles les plus riches en

paramétres auront nécessairement une meilleure adéquation aux données.

Coalescence : Processus décrivant la rencontre de deux lignées en un méme ancétre lorsque ’on parcourt en

sens inverse du temps la généalogie d’un échantillon de génes dans une population.

Datation _moléculaire : La datation moléculaire consiste a coupler un arbre phylogénétique décrivant les

relations de parentés entre des taxons, reconstruits a partir de séquences d’ADN ou de protéines, avec des
points de calibration (ou d’étalonnage) temporels afin d’estimer les ages absolus de divergence entre des
organismes. Un arbre phylogénétique est inféré a partir de séquences d’un géne et les longueurs de branches
sont calculées/déduites des changements observés dans les séquences. La quantité d’évolution allant de la
racine a chacune des feuilles est variable. Cependant, de telles variations sont probablement dues a ’aspect
stochastique de U’évolution moléculaire. Lorsque ces différences de vitesse d’évolution ne sont pas
statistiquement significatives, ’arbre peut étre converti en une phylogénie ultra métrique qui correspond a
une parfaite horloge moléculaire globale. Si on dispose d’une information pour étalonner cet arbre (I’age de
’ancétre commun de deux taxons), on peut en déduire le taux de substitutions nucléotidiques par unité de

temps et I’age des autres nceuds de ’arbre phylogénétique (horloge moléculaire globale).

Démographie : Etude quantitative des populations et leurs dynamiques dans le temps et dans [’espace, a partir
de données telles que les effectifs, la structure en taille ou en age, la natalité, la fécondité, la variabilité ou la
migration. Dans notre étude, la démographie des populations virales est analysée, modélisée a partir des

effectifs, plus précisément de la taille efficace.

Généalogie : Relations phylogénétiques estimées a partir de séquences échantillonnées dans le temps dont la

racine et les noeuds internes sont datés.

Horloge moléculaire : Taux d’évolution apparemment constant a long terme, ce qui n’exclut pas la possibilité

de fluctuations autour d’une valeur moyenne a court terme. Les horloges moléculaires se comptent plus de
maniére stochastique que selon un rythme régulier
- Importance des points de calibration, du choix du géne
- Cas des génes qui n’évoluent pas a taux constants (il existe des tests de détection des écarts par
rapport a ’hypothése d’horloge moléculaire). Par exemple, en utilisant un cadre probabiliste, il est
possible de savoir si l’arbre avec HM est significativement moins vraisemblable que [’arbre sans HM.
L’application d’un taux d’évolution erroné (HM mal étalonnée) conduit a d’importantes erreurs dans

’estimation des ages de divergence, en particulier les anciens.
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Incongruence : L’incongruence désigne des différences significatives entre les histoires évolutives inférées
pour un méme groupe d’espéces. Une collection d’arbres phylogénétiques est dite incongruente si les
différentes histoires évolutives qu’ils modélisent présentent de fortes dissemblances. Une collection de
marqueurs phylogénétiques est dite incongruente si les arbres phylogénétiques inférés a partir de chacun

d’entre eux forment une collection d’arbres.

Inférence : L’inférence consiste a induire les caractéristiques inconnues d'une population a partir d'un
échantillon issu de cette population. Les caractéristiques de l'échantillon, une fois connues, reflétent avec une
certaine marge d'erreur possible celles de la population.

Jeux de données : Alignement de séquences

Lignée : Une lignée correspond a 'ensemble d’entités (dans notre étude, des souches virales) possédant une

racine commune. Une lignée phylogénétique correspond a ’ensemble des taxons dérivant d’un taxon donné.

Modéle (statistique) : Objet mathématique, basé sur des hypothéses permettant d’analyser les données, c'est-

a-dire de tirer des conclusions a partir de données.

Monophylétique : Se dit d’un groupe naturel, c'est-a-dire reflétant Uhistoire évolutive des organismes. Un
ensemble de taxons est dit monophylétique lorsque celui-ci regroupe tous les descendants d’un méme ancétre

commun direct, et uniquement entre eux.

Population : Ensemble d’individus d’une méme espéce coexistant dans un méme habitat. Par extension, dans
cette étude, une population virale désigne un ensemble de souches ayant des caractéristiques

épidémiologiques et génétiques communes.

Recombinaison : Processus par lequel l'information génétique contenue dans deux chromosomes homologues
est réorganisée pour aboutir a la formation de nouveaux chromosomes, constituant un mélange de
chromosomes parentaux. Par extension, dans cette étude, nous utilisons le terme de recombinaison pour
désigner tout processus qui associe ’information génétique issue de génomes viraux différents.

La recombinaison est dite intertypique lorsque les souches virales dont les génomes sont recombinés,
appartiennent a des sérotypes différents.

La recombinaison est dite intratypique lorsque les souches virales dont les génomes sont recombinés,

appartiennent aux mémes sérotypes.

Sérotype : Maniére de nommer les subdivisions taxonomiques (de classement) de micro-organismes sur la base

des caractéristiques de leur antigene ou protéines.

Taxon : Entité conceptuelle censée regrouper tous les organismes vivants possédant en commun certains
caractéres taxonomiques ou diagnostiques bien définis. La classification taxonomique propose une hiérarchie
codifiée en sept rangs principaux : Régne, embranchement, classe, ordre, famille, genre, espéce. Par
extension, dans cette étude, nous incluons les rangs hiérarchiques suivants : sérotypes, génogroupes et sous

génogroupes, couramment utilisés dans le domaine d’étude des agents infectieux.
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Topologie : D’un point de vue qualitatif, en cladistique, la topologie décrit ’agencement relatif des nceuds et

des branches d’un arbre.
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ABREVIATIONS

3Dpol : Polymérase 3D

ADN : Acide désoxyribonucléique

AIC : critere d’information d’ Akaike

ARN : Acide ribonucléique

ASR : Ancestral Sequence Reconstruction

BEAST : Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees
BLAST : Basic local alignment search tool

BSP : Bayesian skyline plot

BSSVS : Bayesian stochastic search variable selection
CDC : Centers for Disease Control and Prevention

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CNR : Centre National de Référence

CV : Coxsackievirus

CV-A16 : Coxsackievirus A16

ECP : effet cytopathogene

EV-AT71 : Entérovirus A71

EV-A : Entérovirus de I’espece A

FMDV : Foot and mouth disease virus

GTR : General time reversible

IRES : Internal ribosome entry site (Site d’initiation interne de la traduction)
JDD : Jeux de données

LCR : Liquide céphalo rachidien (liquide cérébro-spinal)
LRT : Likelihood ratio test

MCMC : Markov Chain Monte-Carlo

ML : Maximum likelihood

MRC-5 : Medical Research Council 5 (cellules de type fibroblastique)
NC : Non Codant

NCBI : National Center for Biotechnology Information
NLS : Nuclear localization site

ORF : Open reading frame (cadre de lecture ouvert)
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Pb : Paire de bases

PCR : Polymerase chain reaction

pH : Potentiel hydrogene

PMB : Pied-main-bouche

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1

PV : Poliovirus

RNC : région non codante (voir aussi UTR)

RD : Rhabdomysarcome (lignée de cellules de type épithélial)
RE : Réticulum endoplasmique

RF : Formes réplicatives

RNC : Région non codante

RT-PCR : Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
SCARB?2 : Scavenger receptor class B, member 2

SNC : Systeme Nerveux Central

SV-40 : Simian virus 40

TMRCA : Time to the most recent common ancestor

UTR : Untranslated region

UV : Ultra-violet

14



INTRODUCTION
GENERALE



La découverte des entérovirus est liée a une maladie épidémique : la poliomyélite. Une stele
de I’Egypte antique (1403-1365 av. JC) semble indiquer que cette maladie était présente
depuis tres longtemps. C’est au début du 20°™ siecle que la poliomyélite devient un probleme
de santé publique important en raison de la survenue de nombreuses épidémies en Europe et
aux USA. Les premiers travaux pour rechercher I’origine de la maladie mettent en évidence
un agent « ultrafiltrable » en 1904. Puis en 1949, le virus est cultivé pour la premiere fois in
vitro en utilisant des tissus embryonnaires humains. Cette avancée a ouvert de nombreuses
perspectives, notamment celle de produire de grandes quantités de virus avec une plus grande
facilité pour la production de vaccins développés par Salk et Sabin. Parallelement aux progres
réalisés en maticre de physiopathologie et de prévention vaccinale contre la poliomyélite,
d’autres virus présentant des propriétés physico-chimiques proches de celles des poliovirus
ont été mis en évidence par culture, jusqu’a ce que 1I’on découvre que le poliovirus faisait
partie d’'un groupe plus vaste désigné par le terme d’entérovirus, reconnaissant ainsi leur
propriété de virus entérique. Ce groupe sera reconnu comme un genre de la famille virale des
Picornaviridae (pico : petit et rna : acide ribonucléique).

Les picornavirus sont des virus de petite taille dépourvus d’enveloppe et contenant un
génome d’ ARN monocaténaire de polarité positive. Cette famille virale contient de nombreux
agents pathogenes humains et animaux. Selon leurs propriétés biologiques et génétiques, ils
ont été classés en huit genres taxinomiques : Apthovirus, Cardiovirus, Entérovirus, Erbovirus,
Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus et Teschovirus (Fauquet et al, 2005 ; Pallansch &
Roos, 2007). Quatre d’entre eux (Entérovirus, Hepatovirus, Parechovirus et Kobuvirus)
comprennent des virus pathogenes pour I’homme.

Comme plusieurs autres virus a ARN, certains picornavirus (FMDYV, agent de la fievre
aphteuse ; poliovirus, agent de la poliomyélite) font I’objet d’une surveillance particuliere. Ils
présentent des caractéristiques communes : multiplication intracellulaire intense, taux élevé de
mutations permettant une adaptation rapide aux contraintes de 1’environnement liées a I’hote.
Ces facteurs conditionnent la transmission interindividuelle des souches, la persistance des
populations* virales au cours du temps et dans 1’espace, et 1’épidémiologie des maladies
associées aux infections. Cette dissémination des virus peut étre rapide entre des zones
géographiques distantes. Par exemple, celle du coronavirus responsable du syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS) durant les années 2000 est liée aux moyens de transports
modernes qui contribuent a des déplacements internationaux en tres peu de temps (moins de
temps que la période d’incubation de certains virus hautement pathogenes). Une épidémie

locale peut ainsi menacer d’autres régions du monde. A cela s’ajoute le grand potentiel de
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mutations et d’adaptation rapide des virus a ARN. Le maintien d’un processus ininterrompu
de transmission virale est lié a la capacité adaptative des souches, de sorte que le devenir d’un
mutant dépend de son pouvoir pathogene mais aussi des réactions de défense de 1’hote.
Concernant les virus entériques, des facteurs non sélectifs de résistance liés a leur présence
dans I’environnement, sont aussi a prendre en considération.

Dans ce contexte d’évolution virale rapide (en temps réel par rapport a I’observateur), les
méthodes d’épidémiologie moléculaire sont des outils particuliecrement intéressants pour
analyser I’histoire évolutive des populations virales, déterminer leurs structures et leur modes
d’interaction avec I’hdte (pouvoir pathogene, variation antigénique...). L’épidémiologie
moléculaire repose sur les principes de 1’analyse phylogénétique qui permet d’estimer des
relations de parenté et d’établir un classement hiérarchique des souches (taxonomie). La
description des relations génétiques entre des taxons apporte des informations statiques a
propos des souches identifiées au cours de I’investigation clinique, alors que le pouvoir
pathogene et la transmission d’un agent pathogene est un phénomene dynamique. Pour
intégrer cet aspect, les méthodes d’analyse phylodynamique ont été développées. Elles
apportent des éléments clés pour comprendre 1’histoire évolutive (origine dans le temps,
vitesse évolutive, adaptation a I’hdte) et les facteurs qui conditionnent les dynamiques

migratoires des agents pathogenes (émergence et diffusion spatiales).

Présentation du plan général de la revue bibliographique

La présentation bibliographique comporte trois parties. Dans la premiere, ont été
rassemblés les aspects généraux, les caractéristiques communes a I’ensemble des entérovirus
qui permettent d’éclairer aussi les aspects qui n’ont pas fait I’objet d’une étude précise pour
les entérovirus de I’espece A. La deuxieme partie présente I’état des connaissances sur les
entérovirus A et plus particulierement de I’entérovirus type A71 (EV-A71). Enfin, il nous a
paru nécessaire de donner quelques indications sur les cadres conceptuels multiples qui ont
permis le développement des méthodes d’analyse phylodynamique. Il s’agit par exemple de la
fonction de vraisemblance et d’éléments d’analyse Bayésienne dans le domaine statistique, de
la théorie de la coalescence dans le domaine de la phylogénie et la génétique des populations.

Ces aspects ont été présentés dans la troisieme partie de I’exposé bibliographique.

17






CARACTERISTIQUES
GENERALES DES
ENTEROVIRUS



EV-D

Sapelovirus

—
0,1

Figure 1. Relations phylogénétiques entre les entérovirus humains

La reconstruction phylogénétique a été obtenue par 1’analyse comparée de la séquence
nucléotidique complete du géne 1D (protéine de capside VP1). Les distances génétiques ont
été évaluées par la méthode maximum composite likelithood et la reconstruction a été
réalisée par la méthode neighbor-joining. Les entérovirus de I’espece A (EV-A) sont en
rouge, ’espece B (EV-B) en bleu, I’espece C (EV-C) en vert et 'espece D (EV-D) en
violet. Les rhinovirus sont représentés en cyan. Abréviations : poliovirus (PV), entérovirus
71 (EV-71), echovirus 30 (E-30), simian enterovirus (SEV), porcine enterovirus (PEV) et
human rhinovirus (HRV.). Le Sapelovirus a été utilisé comme groupe externe (d’apres
Bailly et al., 2008.



I. Classification et taxonomie des entérovirus

La premiere classification des entérovirus a été établie en utilisant les manifestations cliniques
et le pouvoir pathogéne observé chez des animaux de laboratoire. Ces caractéristiques ont
permis de reconnaitre les quatre groupes suivants : poliovirus, coxsackievirus A,
coxsackievirus B et echovirus (Commitee on the Enteroviruses, 1957). Les poliovirus sont
les agents a I’origine des paralysies flasques humaines, la poliomyélite. Les coxsackievirus
ont été isolés pour la premiere fois a partir de feces de deux enfants paralysés lors d’une
épidémie de poliomyélite. Ils ont été classés en deux sous-groupes, A et B, suivant leur
pouvoir pathogene chez le souriceau nouveau-né. Les coxsackievirus A provoquent une
paralysie flasque en raison de leur multiplication dans les muscles squelettiques et cardiaques.
Les coxsackievirus B présentent un tropisme tissulaire plus large incluant notamment le
systeme nerveux central et ils causent des paralysies spasmodiques. Les echovirus ont été
isolés par culture cellulaire alors que leur lien avec la méningite aseptique n’était pas encore
établi. Ces virus ont été distingués des autres entérovirus par 1’absence de pathologie chez le
souriceau. Les souches d’entérovirus ont été différentiées en sérotypes avec les tests de
séroneutralisation et classées dans ces quatre groupes (Lim et Benyesh-Melnick, 1960). Au
début des années 1990, le groupe des entérovirus comprenait trois poliovirus (PV-1 a PV-3),
21 coxsackievirus A (CV-Al a CV-Al4, CV-Al6, CV-Al17, CV-A19 a A22 et CV-A24), six
coxsackievirus B (CV-B1 a B6) et 26 echovirus. Cette classification n’a pas tenu et a subi des
adaptations profondes en raison de I’imprécision de la technique de séroneutralisation et de la
difficulté de classer des souches toujours plus nombreuses, identifiées par les techniques
moléculaires. Les nouveaux sérotypes* ont recu la dénomination EV et un numéro (ordre de
leur mise en évidence). Plus fondamentalement, une classification basée sur des
caractéristiques de parenté génétique a été adoptée.

Depuis les années 2000, le génotypage établi avec les séquences génomiques codant
les protéines de capside remplace la séroneutralisation pour identifier les souches. Le
génotypage est effectué le plus fréquemment avec le gene 1D qui code la protéine de capside
VP1, ce qui permet une identification précise des souches présentes dans les prélevements
cliniques. Par ailleurs, les caractéristiques phylogénétiques ont permis le classement des
sérotypes en especes taxinomiques : les entérovirus humains ont été inclus dans quatre
especes différentes désignées HEV-A a D [Figure 1].

Les dernieres évolutions de la classification ont été rendues nécessaires a cause de

deux incohérences majeures. Premicrement, la classification des rhinovirus dans un genre
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Figure 2. Structure et formation de la capside des entérovirus

Structure d’un entérovirus (A). Les entérovirus sont constitués d’une capside virale de
symétrie icosaédrique qui contient le génome viral. La capside est constituée de 12
protomeres de quatre protéines de structure (VP1 — VP4). Les protéines VP1, VP2, VP3
sont situées a la surface de la capside alors que VP4 est en position interne. (Source : Swiss
Institut of Bioinformatique 2008).

Formation de la capside virale des entérovirus (B). L’assemblage débute par la formation
d’un protomere (VP1 — VP4). 5 protomeres peuvent se combiner pour former un pentamere
et 12 pentameres forment une capside virale complete. (Source : Swiss Institut of
Bioinformatique 2008).

Représentation de la surface de la capside virale de I’Entérovirus A71 (C), Coxsackievirus
B3 (D) et du Poliovirus-1 (E).
(Source : VIPERdD http://viperdb.scripps.edu/)




séparé de celui des entérovirus était en contradiction avec les criteres de distance génétique
montrant I’existence d’un seul genre. Les rhinovirus ont donc été inclus dans le genre unique
Entérovirus tout en conservant leur désignation habituelle. La seconde incohérence était liée a
la dénomination des especes taxinomiques qui faisait référence a une seule espece hote,
I’homme. Par exemple, la désignation de I’espece HEV-A impliquait qu’elle contenait
uniquement des virus d’origine humaine, ce qui était en contradiction objective avec les
résultats des analyses phylogénétiques indiquant que de nombreux entérovirus isolés chez
différents singes étaient apparentés a des entérovirus humains. La désignation actuelle des
especes taxinomiques d’entérovirus a donc perdu la référence a une espece hote.
Actuellement, le genre entérovirus comprend environ trois cents sérotypes répartis en douze

especes taxinomiques ; les quatre especes dans lesquelles se retrouvent les virus pathogenes

pour I’homme sont désignées EV-A a EV-D [Figure 1].

II. Structure de la capside des entérovirus

Les virions des entérovirus sont sphériques (diametre d’environ 30 nm) et chaque particule
virale comprend une molécule de génome et une capside protéique [Figure 2a]. Ces virus ne
présentent pas d’enveloppe lipidique, ce qui leur confére une résistance aux solvants des
lipides (alcool a 70°, éther et chloroforme) et aux acides faibles (sauf les Rhinovirus). La
conformation compacte de la capside protege le génome viral contre des facteurs
environnementaux déléteres (température, pH). Cependant, les entérovirus sont thermolabiles
a partir de 50°C et sensibles au formol, au glutaraldéhyde, a I’hypochlorite de sodium (Javel)
et aux acides forts [Melnick, 1996 ; Chambon et al, 2004].

La capside virale est constituée de I’assemblage de 60 exemplaires des protéines VP1,
VP2, VP3 et VP4 [Figure 2a]. Les quatre protéines forment une sous unité ou protomere
(Rueckert et al, 1969), 5 protomeres se combinent pour former un pentamere et 12
pentameres constituent la capside [Figure 2b]. L’analyse des capsides par cristallographie aux
rayons X a révélé la structure tridimensionnelle de plusieurs entérovirus. Malgré la diversité
des quatre protéines structurales parmi les entérovirus, 1’architecture globale de la capside
virale demeure conservée [Figures 2c, 2d, 2e].

Les protéines VP1, VP2 et VP3 sont en partie exposées a la surface des virions et leur
topologie semblable est constituée de 8 feuillets B antiparalleles dont le repliement constitue

une forme dite en tonneau [Figure 3a]. Ces trois protéines sont reliées entre elles par des
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Figure 3. Structure de la surface de la capside des entérovirus

Topologie d’un protomere d’entérovirus 71 (A). Les protéines de structure du protomere,
VP1, VP2, VP3 et VP4, sont représentées respectivement en bleu, vert, rouge et jaune. Les
pointillées indiquent les positions identifiables a la surface de la capside dont le canyon au
niveau de la protéine VP1 (d’apres Plevka et al., 2012).

Structure de la surface de la capside des entérovirus (B). La structure tridimensionnelle d’une
protomere (VP1-VP4) est représentée. Ce dernier est délimité par un axe de symétrie 5, un
axe de symétrie 3 et de 2 axes de symétrie 2. La protéine VP1 présente une dépression qui
forme un canyon se prolongeant tout le long d’un pentamere (d’apres Blondel ef al., 2006).

IRES
ORI
[ N [as)]
g VP2 VP3 VP1 2A 2B| 2C 3A || 3C 3D
VPg
Protéines structurales Protéines non-structurales
P1 P2 P3
Région 5° NC Cadre de lecture ouvert (ORF) Région 3° NC

Figure 4. Structure du génome des entérovirus

Le génome des entérovirus est composé d’un seul cadre ouvert de lecture (ORF) d’environ 6,5
kb encadré par deux régions non codantes (5°’NC et 3°’NC). L’ORF est composé des régions
génomiques P1, P2 et P3 qui codent les différentes protéines virales structurales (P1) et non
structurales (P2 et P3). Les régions non codantes possedent des structures secondaires dues
aux repliements de la molécule d’ ARN, impliquées dans la traduction (IRES en 5’) et la
réplication du génome viral (ORI en 3’). La région 5’NC peut lier la protéine virale VPg,
protégeant ainsi la molécule d’ ARN viral.



interactions de leur domaine N-terminal et également par la protéine VP4, localisée a
I'intérieur de la capside. Les trois protéines VP1, VP2 et VP3 présentent des zones
particulierement variables et exposées a la surface des virions. Il s’agit de boucles peptidiques
qui se projettent a la surface de la capside et portent les épitopes caractéristiques de chaque
sérotype (Minor et al, 1986). Selon le sérotype, la taille et la conformation des boucles
procurent des variations de relief a la capside virale. Les cinq protomeres d’un méme
pentamere se rejoignent par la protéine VP1 autour de I’axe d’ordre 5 et des boucles de cette
protéine forment un plateau entouré d’une dépression appelée « canyon » [Figure 3b]. Cette
fosse abrite les sites de fixations aux récepteurs cellulaires des poliovirus et des rhinovirus
(Belnap et al, 2000) ; elle est donc reliée a des fonctions importantes du cycle infectieux et au
pouvoir pathogene. Des boucles proéminentes sont formées dans les autres protéines
majeures : pour la protéine VP2, il s’agit du « puff » et pour la protéine VP3, du « knob » ;

ces structures peuvent aussi étre impliquées dans la liaison aux récepteurs [Figure 3a].

III. Génome viral

Le génome des entérovirus est constitué d’une molécule d’ARN non segmenté (environ 7500
nucléotides), simple brin et de polarité positive ; il est donc traduit directement lorsqu’il
atteint le cytoplasme de la cellule hote. L organisation fonctionnelle est conservée chez tous
les entérovirus : un seul cadre ouvert de lecture (ORF) d’environ 6,5 kb encadré par les

régions non codantes (RNC) en 5° et 3 [Figure 4] (Racaniello, 2007).

1) Région 5’ non codante

Le repliement de la molécule d’ARN correspondant a la RNC 5° génere six domaines
ou structures secondaires (succession de structures tige-boucle) conservées chez tous les
entérovirus [Figure 5]. La premicre de ces structures secondaires contient un élément
multifonctionnel Ori L et participe a la réplication et a la traduction de I’ARN viral par le
biais d’interactions ARN-protéines (Gamarnik et Andino, 1998). En aval de 1’élément Ori L,
se trouve un site d’initiation interne de la traduction (IRES). Celui-ci est composé de cinq
structures secondaires et peut recruter les protéines cellulaires nécessaires pour initier la
traduction de I’ORF du génome viral. Ce mécanisme d’initiation de la traduction est
nécessaire a cause de 1’absence de coiffe en 5’ de I’ARN viral et de la localisation interne du

codon initiateur (positions 740 — 750, selon les sérotypes d’EV).
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FIGURE 5. Représentation schématique des structures secondaires de la séquence 5’
non codante du génome de ’EV-A71

Les 6 structures secondaires en tige boucle ont été prédites a partir du logiciel MFold et sont
notées de I a VI. Le premier et le dernier nucléotide de chaque structure ainsi que le codon
initiateur (AUG) sont indiqués. La région d’initiation interne de la traduction (IRES) est
soulignée (dapres Lin JY ef al., 2009).
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FIGURE 6. Synthese et clivage des protéines virales

Le génome viral est traduit en une longue polyprotéine de 2200 acides aminés qui contient
trois régions : P1, P2 et P3. Elle sera immédiatement clivée en onze protéines par les
protéases virales, 2A et 3C.



2) Cadre ouvert de lecture

Le long cadre ouvert de lecture (ORF) code une polyprotéine de 2200 acides aminés
(250 kDa) dont la maturation est assurée par les protéases virales (clivages post
traductionnels) et génere des protéines virales fonctionnelles (Summers et Maizel, 1968)
[Figure 6]. L’ORF est organisé en trois régions fonctionnelles (P1, P2 et P3) qui
correspondent aux trois premiers précurseurs protéiques produits a partir de la polyprotéine.
La région P1 est dite « structurale » car elle code les protéines de la capside virale VP1, VP2,
VP3 et VP4. Les régions P2 et P3 dites «non structurales » codent sept autres protéines
virales (2AP°, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3C"™ et 3D*) impliquées dans la réplication du
génome, la maturation de la polyprotéine et des interactions avec des facteurs intracellulaires.
L’ORF contient une structure secondaire dans la séquence génique de la protéine 2C. Ce

repliement local de I’ ARN viral en forme de téte d’épingle est appelé élément CRE.

3) Région 3’ non codante

La RNC 3’ termine le génome ; elle précede une queue poly adénylée dont la taille est
variable (Yogo et Wimmer, 1975). Elle est structurée en domaines tige-boucle, mais
contrairement a la RNC 5°, les domaines de la R3’NC s’associent en une structure tertiaire de
I’ARN dite « pseudo-nceud » qui forme un élément cis régulateur Ori R. Cet élément joue un
role dans I’initiation de la synthese de I’antigénome (ARN de polarité négative) lors de la
réplication virale et son interaction avec I’élément Ori L de la RNC 5’ produit une

circularisation du génome viral.

IV. Cycle viral intracellulaire

Le cycle de multiplication des entérovirus se déroule exclusivement dans le cytoplasme de la

cellule hote [Figure 7]. Les aspects principaux sont décrits ci-dessous.

1) Les récepteurs d’entrée dans la cellule hote et la décapsidation

L’entrée du génome dans la cellule hote s’effectue apres 1’attachement du virion a un
récepteur cellulaire qui interagit avec des sites spécifiques de la capside, généralement
localisés dans le « canyon ». Il existe un grand nombre de récepteurs pour les entérovirus (Cf

paragraphe V page 24). L’interaction de la capside avec un récepteur conduit a des
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FIGURE 7. Cycle viral des Picornavirus

L’infection est amorcée par 1’attachement de la capside viral a un récepteur cellulaire (1),
entrainant une décapsidation (2) et une translocation de I’ARN viral vers le cytoplasme cellulaire.
L’ ARN viral est tout d’abord traduit en une polyprotéine (3) dont la maturation génere 1’ensemble
des protéines virales structurales et non structurales (4). En parallele, le génome viral sera
répliqué a partir d’une premiere étape de synthese d’ARN « - » au niveau de complexes de
réplication (5,6). Cette ARN sert ensuite de matrice pour la syntheése de nouveaux brins d’ARN «
+ » (7). Ces ARN « + » serviront a donner de nouvelles protéines virales, qui pourront participer a
I’assemblage de nouvelles particules virales (8). Ces provirions seront enfin libérer dans le milieu
extracellulaire via une lyse de la cellule hote (9) pour aller infecter de nouvelles cellules hotes et

réamorcer le cycle viral.




changements de conformation de la particule virale. Le processus d’internalisation par
endocytose par récepteur interposé a été analysé en détail pour le poliovirus 1 et le
coxsackievirus B3.

Les conséquences immédiates de la fixation du poliovirus a son récepteur CD155 ou
hPVR sont des changements de conformation de la particule virale et la libération du génome
viral dans le cytoplasme de la cellule hote (Brandenburg et al, 2007). Les modifications
conformationnelles résultent de I’externalisation de la protéine VP4 et de la partie N-
terminale de la protéine VPI qui s’inserent dans la membrane plasmique cellulaire. Un canal
hydrophile se forme et assure la translocation de I’ARN viral vers le cytoplasme soit des le
stade de I'invagination de la membrane cellulaire, soit au stade des vésicules d’endocytose.

Un autre modele a été proposé pour décrire I’initiation du cycle infectieux du
poliovirus dans les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales : 1’infection mobilise un
mécanisme d’endocytose dépendant des clathrines. La liaison virus/récepteur induit une
cascade de signalisation intracellulaire, des réarrangements de 1’actine du cytosquelette et
I’activation d’une tyrosine kinase essentielle a I’endocytose (Coyne et al, 2007).

Le modele proposé pour expliquer I’entrée du coxsackievirus B3 dans les cellules
épithéliales polarisées met en jeu le corécepteur DAF (decay accelerating factor). La fixation
du virus au corécepteur active les tyrosines kinases Abl et Fyn et provoque des
réarrangements du cytosquelette. Ceci favorise I’interaction du complexe DAF/virion avec le
récepteur CAR et induit les changements conformationnels de la capside virale nécessaires a

I’entrée du virus et a la libération du génome viral (Coyne et Bergelson, 2006).

2) La traduction du génome viral

Des son arrivée dans le cytoplasme de la cellule hote, le génome viral est libéré par
clivage de la protéine VPg via une activit¢ « VPg unlinkase » réalisée par la protéine
cellulaire DNA repair enzyme, 5'-tyrosyl-DNA phosphodiesterase-2 (TDP2 ; Virgen-Slane et
al, 2012). Une fois libérée, il peut étre traduit. A la différence de la majorité des ARNm
cellulaires, le génome des entérovirus ne contient pas de coiffe pour initier la traduction. A la
place, I’élément IRES dans la R5’NC permet ’initiation interne de la traduction (Pelletier et
Sonenberg, 1988). Ce mécanisme coiffe-indépendant repose sur la capacité de I'IRES a
recruter les ribosomes notamment les sous unités 40S via la protéine PCBP (Gamarnik et
Andino, 2000) [Figures 8 et 9]. Le complexe formé parcourt le génome viral jusqu’au codon

d’initiation (Racaniello, 2007). La traduction de I’ORF est réalisée d’un seul tenant. Les
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FIGURE 8. Mécanisme moléculaire de la traduction du génome viral des entérovirus

L’initiation de la traduction est réalisée de maniere coiffe indépendante via I’'IRES situé sur dans la
région 5’NC du génome viral. La protéase 2A du virus polio clive le facteur eIF4G, libérant le
complexe d'initiation de la traduction (ribosome + e[F4G/4B/4A). Ceci favorise la reconnaissance de
I’'IRES par ce complexe et initie la traduction du génome viral. La perte du facteur eIF4G limite la
traduction des ARNm cellulaires.
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FIGURE 9. Modele de régulation entre traduction et réplication du génome viral des entérovirus

Au sein de la cellule hote, a un instant donné, le génome viral peut étre soit traduit de maniere coiffe
indépendante (A) ou étre répliqué par la syntheése d’un brin complémentaire de polarité négative (B). La
présence de la protéine 3CD va conditionner la survenue de 1’un ou I’autre de ces deux mécanismes.

(A) En I’absence de 3CD, la traduction du génome viral pourra se réaliser via le recrutement des
ribosomes favorisé par la liaison entre le complexe PCBP2/SRp20/ribosome 80S et la séquence
IRES du génome viral.

(B) En présence de 3CD, cette derniere va cliver la protéine PCBP2, limitant la fixation des
ribosomes sur le génome viral. Par ailleurs, la protéine 3CD va interagir avec PABP et PCBP
situées respectivement au niveau des régions 5’ et 3’ non codantes. Ceci entraine une
circularisation du génome viral et favorise la syntheése de I’ARN de polarité négative.



protéines virales sont produites par des clivages de la polyprotéine en cours de synthese. Les
premiers clivages sont autocatalytiques et se produisent des que les protéases virales sont
formées. La protéase 2A™ réalise le clivage qui libere le précurseur P1. La seconde protéase
3CP™ sépare les précurseurs P2 et P3. Chaque précurseur est a nouveau clivé par la protéase
3C"™ ou son précurseur3CDP™, ce qui génere les protéines virales fonctionnelles (Racaniello,
2007). La protéase 2Apro assure le clivage de plusieurs facteurs cellulaires dont le facteur
d’initiation de la traduction elF4G, ce qui inhibe la traduction des ARNm cellulaires
dépendant de la coiffe, d’ou il résulte une potentialisation de la traduction des ARN viraux

(Gradi et al, 1998).

3) Réplication du génome viral

La réplication du génome des entérovirus repose sur la production d’un ARN de
polarité négative qui sert de matrice a la syntheése des génomes viraux de la nouvelle
population virale. La transcription des brins complémentaires nécessite la formation d’un
complexe de réplication composé de la polymérase virale 3DP”, la matrice d’ARN viral et des
structures vésiculaires/tubulaires dérivées des membranes du réticulum endoplasmique et du
Golgi (Schlegel et al, 1986 ; Gamarnik et Andino, 1998). L’ action des protéines virales 2BC,
2B, 2C et 3A remodele les micro-organites cellulaires (Suhy er al, 2000). Le réseau de
vésicules intriquées qui se constitue, sert de support physique aux complexes de réplication ;

il pourrait également protéger les ARN viraux des nucléases (Fogg et al, 2003).

La réplication du génome viral ne peut €tre réalisée en méme temps que sa traduction.
La régulation entre les deux processus est réalisée par la variation de la concentration de
I’intermédiaire 3CD. Cette protéine assure le clivage de PCBP2, un facteur cellulaire
nécessaire a la traduction du génome viral, ce qui favorise la réplication du génome viral
[Figure 9]. La syntheése du brin de polarité négative met en jeu des interactions protéines-
protéines entre le complexe d'initiation (PCBP/3CD) 1ié au premier domaine de la RS'NC et la
protéine PABP (Poly-A Binding Protein) liée a la région 3’NC [Figures 9 et 10]. Ceci entraine
une circularisation du génome viral et permet une poly-uridylation de la protéine VPg par la
polymérase virale 3Dpol. Le complexe d’initiation peut alors amorcer la synthése du brin de
polarité négative. Les hétéroduplexes (ARN double brin contenant un ARN positif et un ARN
négatif) constituent les formes réplicatives (RF) ; ils sont dissociés par la fonction hélicase de

la protéine virale 2C, ce qui permet de libérer le brin de polarité négative. Le complexe VPg-
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Figure 10. Modele du mécanisme de réplication génomique des EVs

Fixation de I’intermédiaire viral 3CDpro et de I’effecteur cellulaire PCBP au niveau de la structure
secondaire (5’NC) en feuille de trefle « Cloverleaf » (I). Formation d’un complexe ternaire via la
fixation de I’effecteur PABP sur la queue poly A (3°’NC), qui permet la circularisation du génome
viral et la formation d’un complexe de préinitiation (II). La protéine Vpg apreés poly uridylation
(Vpg-pUpU) va s’hybrider sur la queue poly A et servir d’amorce pour la synthése de 1’antigénome (-
) par la polymérase 3Dpol (III). L’ ARN bicatenaire est dissocié (IV - V), puis Vpg-pUpU va servir
d’amorce sur I’extrémité 3’ de 1’antigénome (-) pour la synthese de génomes (+) par 3Dpol (VI)
[Vogt et Andino, 2010].



pUpU est recruté et sert aussi d’amorce au niveau de 1’extrémité 3’ du brin négatif pour initier
la synthese de I’ARN positif par la polymérase virale 3D, Une molécule matrice peut servir

a la synthese simultanée de six molécules d’ARN de polarité positive.

4) Assemblage des virions

La morphogénese des entérovirus procede en plusieurs étapes. Les protéines VPO,
VP3 et VPI produites par le clivage de la région P1 forment un protomere 5S et cing
protomeres s’associent en un pentamere 14S (Palmenberg, 1982). Deux hypotheses ont été
proposées pour expliquer 1I’encapsidation du génome viral et la suite du cycle d’assemblage
des virions. Le premier modele de Jacobson et Baltimore (1968) propose que le génome viral
s’insere par une ouverture dans une procapside (80S) constituée de douze pentameres
produisant un provirion (150S). Le second modele privilégie un assemblage séquentiel au
cours duquel les 12 pentameres s’associent autour du génome viral natif pour former le
provirion (Nugent et al, 1999). La morphogenese complete est achevée par le clivage de la
protéine VPO en VP4 et VP2 par un processus encore mal connu. Cette phase génere les
particules virales infectieuses (160S) ou virions (Basavappa et al, 1994) dans le cytoplasme

cellulaire.

5) Libération des virions

Le mécanisme de libération des virions néo formés hors de la cellule hote demeure
mal connu. Deux modes impliquant ou non la lyse cellulaire ont été décrits. Le premier
mécanisme suggere que la nécrose cellulaire est provoquée par la destruction de la membrane
plasmique, mais des études récentes suggerent que I’apoptose ou I’autophagie sont impliqués
directement dans la libération des virions (Taylor et Jackson, 2009). Ces deux processus
seraient inhibés, évitant I’acheévement de la mort cellulaire avant la fin du cycle viral
(VanKuppeveld et al, 2005). Les vésicules d’origine autophagique permettraient 1’expulsion

des virions néo formés dans le milieu extra cellulaire (Jackson et al, 2005).

6) Effets de la multiplication virale sur la cellule hote

L’environnement cellulaire est profondément modifié pendant le cycle viral ; I’action
des protéines virales non structurales dans cette transformation est majeure. Les changements

métaboliques et structuraux induisent une morphologie particulicre de la cellule infectée,
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Tableau 1 : Fonctions des protéines virales des entérovirus

Protéine

Fonctions

VP1, VP2, VP3, VP4

Composant de la capside virale

2A

Clivage de protéines virales (protéase)

Inhibition de la traduction cellulaire (clivage du facteur de
traduction eIF4GI)

Blocage du transport nucléo-cytoplasmique par dégradation des
complexes des pores nucléaires

Induction de I’apoptose par fragmentation de I’ ADN nucléaire et
clivage de PARP

2B

Altération de la perméabilité membranaire

Déséquilibre de I’homéostasie calcique cellulaire
Remodelage du Réticulum Endoplasmique et de I’appareil de
Golgi.

2C

Role dans I’encapsidation (activité NTPase)
Role dans réarrangement des membranes vésiculaires
Blocage de la voie NF-kB

3A

Composant des vésicules membranaires de réplication viral
Altération du trafic cellulaire au niveau de 1’appareil de Golgi
Inhibition de 1’apoptose induite par le TNFo

3B

Amorce a la réplication du génome viral
Associée a I’extrémité 5’ du génome viral

3C

Clivage des protéines virales (protéase)
Inhibition de la traduction cellulaire (clivage de PABP)
Induction de I’apoptose par la voie des caspases

3D

Polymérase a ARN ARN-dépendante
Réplication du génome viral
Permet 1’uridylation de la protéine VPg




I’effet cytopathique (ECP). Les processus cellulaires concernés sont notamment 1’expression
génique et la réorganisation de structures ou d’organites cytoplasmiques [Tableau 1].
A. Modulation de I’expression des genes cellulaires pendant I’infection

La transcription cellulaire est inhibée par I’action de la protéase virale 3Cpro. Cette
enzyme migre dans le noyau grace a un site de localisation nucléaire (NLS). Elle peut cliver
de nombreux facteurs d’initiation de la transcription tels la protéine TBP (TATA-binding
protein), le facteur de transcription TFIIIC et la protéine PABP (Clark et al, 1991 ; Clark et al,
1993 ; Joachims et al, 1999). L’inactivation fonctionnelle de ces facteurs inhibe la
transcription effectuée par les ARN polymérases cellulaires de type I, II et III.

La traduction des ARNm cellulaires est inhibée lors de I’infection par un entérovirus
notamment par 1’action des protéases 3Cpro et 2Apro. Ces deux protéases clivent directement
des facteurs impliqués dans I’initiation de la traduction des ARNm coiffés : la protéase 2Apro
inactive elFAGI et elF4GII (Gradi et al, 1998) et la protéase 3Cpro le facteur elF5B (de
Breyne et al, 2008). La protéase 2Apro est également reliée a I’altération de composants des
pores nucléaires (NPC, Nuclear Pore Complex) dont la conséquence est une limitation du
transport nucléo-cytoplasmique des ARNm cellulaires (Park et al, 2008).

Les protéines virales 2B et 3A qui disposent de domaines d’ancrage aux membranes
lipidiques agissent sur la maturation des protéines. Leur présence dans la cellule est associée a
une modification de la perméabilité du réticulum endoplasmique et de 1’appareil de Golgi
(Doedens et al, 1995). La multimérisation de la protéine 2B est reliée a son activité
« viroporine » (formation de pores membranaires) qui perturbent 1’homéostasie du calcium
stocké dans les organites intra cellulaires (Agirre et al, 2002) ; ceci provoque un blocage du
transport des protéines cellulaires entre le réticulum et de 1’appareil de Golgi (DeJong et al,

2008).

B. Réorganisation des structures intracellulaires

La cellule hote subit de nombreux changements morphologiques lors de I’infection par
un entérovirus. Visible en microscopie optique, I’ECP constitue la caractéristique d’un virus
lytique : condensation de la chromatine, déformation du noyau, modification de la
perméabilité de la membrane cellulaire, changements de 1’architecture intracellulaire, fuite
des composants intracellulaires... (Bienz et al, 1973). La réorganisation complete de la
structure intracellulaire comprend la formation de vésicules a multiples membranes, dérivées
du RE et de I’appareil de Golgi, qui serviront a la réplication du génome viral (Schlegel et al,

1996). L’accumulation des protéines 2B et 3A a la surface ou dans les membranes du RE et
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Tableau 2 : Principaux récepteurs utilisés par les entérovirus pour I’entrée dans la cellule hote

Famille Récepteur Espéce virale Sérotype Références
PVR (CD55) EV-C PV-1, PV-2, PV3 Mendelsohn et al., 1989
Colonno et al., 1986
Immunoglobuline | ICAM-1 (CD54) EV-C CV-Al3, CV-AI8, CV-A2l McClelland et al., 1991
RV RV
Shafren et al., 1997a
CAR EV-B CV-B1 -CV-B5 Bergelson et al., 1997
) ) Roivainen et al., 1994
aVP3 (Vitronectine) | EV-B E-9, CV-A9 Ylipaasto et al., 2010
Intégrine Agrez et al., 1997
oVP6 EV-B CV-A9, CV-BI Heikkild ef al., 2009
a2B1 (VLA-2) EV-B E-1 Bergelson et al., 1993
EV-B EV-6, EV-7, EV-11, EV-13, EV-21, EV-29, | Ward et al., 1994
EV-33; CV-B1, CV-B3, CV-B5; Bergelson et al, 1994
DAF DAF EV-C CV-A21; Shieh et Bergelson., 2002
EV-D EV-D70 Alexander et Dimock, 2002
PSGL-1 PSGL-1 EV-A EV-A71 Nishimura Y et al., 2009
SCARB2 SCARB2 EV-A CV-A7,CV-Al4, CV-Al6, EV-AT71 Yamayoshi et al., 2009
Annexine Annexine II EV-A EV-A71 Yang et al., 2011
cr e N-linked Glycan
Acide sialique O-linked Glycan EV-A EV-AT71 Yang et al., 2009
Lectine DC-SIGN EV-A EV-A71 Lin et al., 2009




N

de DI'appareil de Golgi est reliée a un processus autophagique avorté, ce qui suggere un
détournement de 1’autophagie cellulaire par les composants viraux (Suhy et al, 2000 ; Taylor
et Jackson, 2009). Se forme un réseau dense de vésicules interconnectées qui pourraient

également permettre la libération des virions avant la lyse cellulaire (Taylor et Jackson, 2009).

V. Les molécules servant de récepteurs cellulaires

L’évolution des entérovirus sous la forme de multiples sérotypes est intimement liée a
’utilisation de trés nombreux récepteurs et corécepteur cellulaires. La diversité des récepteurs
explique le vaste tropisme tissulaire des entérovirus. On peut classer les récepteurs des
entérovirus selon leurs propriétés physico-chimiques et fonctionnelles [Tableau 2]. Les
récepteurs cellulaires des sérotypes de I’espece EV-A sont présentés dans le chapitre consacré

a ces virus.

1) Les récepteurs de la super famille des immunoglobulines

Les récepteurs de ce groupe sont des glycoprotéines transmembranaires constituées
d’un domaine N-terminal libre, d’une répétition de 2 a 5 domaines de type immunoglobuline
et une extrémité C-terminale intra cytoplasmique. Trois molécules de cette famille ont été
rapportées en tant que récepteurs pour des entérovirus : PVR (poliovirus receptor), [CAM-1
(inter cellular adhesion molecule 1) et CAR (coxsackievirus adenovirus receptor).

La molécule CD155 ou hPVR (80 kDa) possede 3 domaines de type immunoglobuline
(Mendelsohn et al, 1989). Elle est phylogénétiquement apparentée aux nectines, est exprimée
par les cellules polarisées de la paroi intestinale et les lymphocytes T et intervient dans la
reconnaissance et I’adhésion inter cellulaire. Cette molécule sert de récepteur aux trois
poliovirus. Le site de liaison poliovirus/CD155 est localis€ sur le premier domaine
extracellulaire (Koike et al, 1991).

La protéine de surface ICAM-1 est constituée de trois domaines extra cellulaires. Sa
fonction physiologique, fixer I’intégrine LFA-1 présente sur les leucocytes, permet aux
lymphocytes activés de se lier aux cellules endothéliales, ce qui facilite leur transmigration
dans les tissus (van de Stolpe et van der Saag, 1996). Cette molécule est exprimée a la surface
de nombreux tissus dont 1’épithélium nasal. [CAM-1 a été caractérisée en tant que récepteur
des rhinovirus (Greve et al, 1989) et des entérovirus de I’espece EV-C : CV-A13, CV-Al8 et
CV-A21 (Shafren et al, 1997a).
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FIGURE 11. Mutations ponctuelles chez les virus a ARN

A. Chaque ligne représente un génome viral. Les mutations acquises lors de chaque cycle de réplication sont représentées par les triangles
colorés. Au fur et 2 mesure des cycles viraux, de nouveaux variants viraux émergent et perdurent selon leur avantage sélectif.
(D’apres Lauring et al., 2013).

B. Un virus avec un taux de mutations élevé (centre) peut générer un répertoire important de mutants (branches) au fur et 2 mesure des
générations (chaque cercle représente un cycle de réplication). Chaque branche indique deux variants reliés entre eux par une mutation
ponctuelle.



La protéine CAR sert de récepteur aux adénovirus et aux six coxsackievirus B
(Bergelson et al, 1997). 1l s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de 46 kDa qui

compose les jonctions serrées entre les cellules épithéliales intestinales et respiratoires.

2) Les récepteurs de la famille des intégrines

Trois protéines de la famille des intégrines ont été décrites comme récepteurs pour des
virus de I’espece EV-B : les intégrines aVP3, aVB6 et a2B1. L’intégrine a VB3 ou vitronectine
est utilisée par 1’echovirus 9 et le CV-A9 (Roivainen et al, 1994 ; Ylipaasto et al, 2010).
L’intégrine aVP6 est exprimée dans plusieurs tissus et sert de récepteur aux génotypes CV-A9
et CV-B1 (Agrez et al, 1997 ; Heikkild et al, 2009). L’intégrine a2B1, appelée également

VLA-2, est un récepteur de I’echovirus 1 (Bergelson et al, 1993).

3) Le récepteur DAF (Decay Accelerating Factor, CD55)

La protéine DAF participe a la régulation de 1’activité du complément en inhibant la
protéine C3 convertase (Heeger et al, 2005). Son role de corécepteur a ét€ montré pour
plusieurs entérovirus : echovirus 6, 7, 11, 13, 21, 29, 33 ; Coxsackievirus B1, B3, BS, et A21 ;
I’entérovirus D70 (Shieh et Bergelson, 2002 ; Alexander et Dimock, 2002 ; Sobo et al, 2011).
L’interaction des particules virales avec la protéine DAF a la surface cellulaire faciliterait
secondairement leur liaison avec le récepteur « principal » (CAR, ICAM-1 ou [I’intégrine

aVPB3 ; Shafren et al, 1997b).

VI. Réplication virale et diversité génétique des entérovirus

La grande diversité des entérovirus est la conséquence des événements de mutation et de
recombinaisons® qui surviennent au cours de la réplication des génomes. Ces mécanismes de
variation permettent I’adaptation des souches aux diverses pressions de sélection et ils

structurent leur évolution et leur dissémination sous la forme de populations* virales.

1) Mutations ponctuelles
Chez les picornavirus, I’ARN polymérase ARN-dépendante n’effectue pas I’activité

correctrice exonucléasique de 3’ en 5  (proofreading) présente chez les polymérases
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Figure 12. Recombinaison homologue vs recombinaison non homologue

A. Lors de la réplication du génome viral, I’ ARN polymérase 3D débute la synthese du
brin « - » a partir de I’extrémité 3’ d’une premiere matrice ARN brin « + » puis change de
matrice ARN a partir de laquelle elle va compléter le brin « - » en cours de synthese.

B. La recombinaison non homologue consiste en un clivage de deux ARN parentaux suivi

d’une ligation des deux fragments.

(D’apres Domingo et al., 2012).



cellulaires. Au fur et a mesure des cycles viraux, la réplication du génome viral induit des
substitutions qui génerent des mutations ponctuelles dans les génomes néo synthétisés. Le
taux moyen d’évolution estimé est compris entre 107 et 10™ substitutions nucléotidiques par
site et par an (Jenkins et al, 2002). Sachant que les entérovirus ont un génome d’une longueur
de 7500 bases, une mutation aléatoire aura lieu a chaque génome répliqué. La nature de la
substitution nucléotidique (transition ou transversion) influence la fidélit¢é de I’ARN
polymérase virale des entérovirus : le taux des transitions varie entre 1.2 x 10™ et 1.0 x 10°
substitutions/site alors que celui des transversions oscille entre 3.2 x 10° et
4.3 x 107 substitutions/site (Freistadt et al, 2007). De maniere générale, le taux de mutations
des entérovirus est I’un des plus élevé parmi les virus (Jenkins et al, 2002).

La persistance des substitutions est limitée par le processus de sélection naturelle
[Figure 11]. Les substitutions qui passent le crible de la sélection dépendent de leur
localisation génomique. Les comparaisons des séquences de génomes complets d’entérovirus
montrent que le polymorphisme nucléotidique est inégalement réparti. Par exemple, les
séquences géniques de la région génomique P1 (protéines structurales) présentent une plus
grande capacité a accumuler des mutations. Le polymorphisme est plus élevé en raison d’un
plus grand potentiel d’accumulation de mutations dans les boucles protéiques exposées a la
surface de la capside virale. Il en résulte une hétérogénéité de déterminants antigéniques pour
le virus, ce qui peut constituer un avantage sélectif relatif entre les populations virales en
circulation. Chaque sérotype d’EV est caractéris€ par une signature antigénique unique
(Brown et al, 2003). La survenue des mutations est également soumise aux contraintes
imposées par le maintien de structures tridimensionnelles fonctionnelles dans le génome et la

capside virale, et la conservation de sites actifs des enzymes virales.

2) Recombinaison génétique

L’échange de positions génomiques entre deux virus proches parents a été mis en
évidence pour la premiere fois chez le poliovirus en utilisant des marqueurs de résistance a
des mutagenes (Ledinko, 1963), ouvrant de nouvelles perspectives en génétique virale. La
preuve définitive de la survenue d’événements de recombinaison a été apportée en montrant
que des souches recombinantes de FMDV (Foot and mouth disease virus) contenaient des
fragments génomiques des deux virus parentaux (King e al, 1982). Le poliovirus a été utilisé
comme modele viral pour comprendre les facteurs moléculaires qui contribuent a la survenue
des évenements de recombinaison pendant la réplication du génome viral lorsqu’une cellule
est co-infectée par deux souches [Figure 12].
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Figure 13. Recombinaison génétique des entérovirus

A. Lors d’une co-infection cellulaire par deux virus génétiquement différents (rouge et
bleu), un évenement de recombinaison peut se produire (template switching) et générer des
virus recombinants.

B. Des la dissociation de la polymérase virale (vert) et du brin naissant de la matrice virale,
la polymérase doit trouver une nouvelle matrice afin de poursuivre la transcription du
génome virale. L’évenement de ré-association peut se produire avec la méme matrice virale
(rouge) a la méme position ou a une position différente. Il peut également se réaliser avec
une matrice homologue (orange) ou non homologue (bleu).

(D’apres Simon-Loriere et Holmes, 2011).



A. Recombinaison homologue dite « choix de copie »

La recombinaison homologue virale, aussi appelée «choix de copie » se produit
pendant la synthése du brin de polarité négative (Kirkegaard et Baltimore, 1986). L’ARN
polymérase 3D amorce la synthése du brin de polarité négative 2 partir de 1’extrémité 3’
d’une premiere molécule d’ARN « + ». Lorsque le complexe de réplication se décroche et
poursuit la réplication du brin « — » sur une autre matrice ARN « + », une molécule d’ARN
mosaique est générée [Figures 12A et 13]. Ce modele moléculaire propose que le complexe
réplicatif se détache de la matrice A entrainant le brin naissant incomplet dont I’extrémité 3’
s’hybride a la matrice B et le complexe réplicatif poursuit son élongation (Pilipenko et al,
1995). Le décrochage du complexe de réplication pourrait €tre causé par la présence de
structures secondaires dans la matrice initiale. La liaison du complexe de réplication a un
autre génome a proximité est liée a la similitude nucléotidique entre les deux matrices
parentales (Tolskaya et al, 1987). Le degré de parenté génétique est un facteur majeur de la
probabilité de la recombinaison virale (Kirkegaard et Baltimore, 1986) : les évenements de
recombinaison intratypique (entre des souches de méme sérotype) ont 100 fois plus de chance
de se produire par rapport aux éveénements de recombinaison intertypique (souches de

sérotypes différents).

B. Recombinaison non homologue « non réplicative »

Des virus viables ont été obtenus in vitro apres co-transfection dans une cellule hote de
deux ARN génomiques viraux dont la traduction et la réplication virale ont été inactivées
(Gmyl et al, 1999). Les génomes viraux néoformés présentent des recombinaisons entre des
segments non homologues, ce qui suggere I’existence d’un mécanisme non réplicatif de
recombinaison virale [Figure 12B] (Gmyl et al, 1999). Le mécanisme moléculaire proposé
pour expliquer cette recombinaison est une liaison par trans-estérification entre les matrices
virales non chevauchantes (Gmyl et al, 2003). La liaison ne dépend pas de la formation d’un
hétéroduplex entre les matrices génomiques mais nécessite la présence de deux groupements
chimiques distincts sur chacune d’elles : un groupement 3’-phosphate et un groupement 5’-
hydroxyl. La jonction s’effectue préférentiellement au niveau d’une région simple brin et peu
structurée du génome viral ; la proportion de chaque matrice parentale influence I’efficacité

de la recombinaison non homologue (Austermann-Busch et Becher, 2012).
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VII. Principales pathologies et diagnostic des entérovirus

Les infections a EV symptomatiques sont liées une grande diversité de présentations
cliniques. Apres ingestion ou inhalation, le virus se multiplie dans des sites primaires : les
muqueuses (lamina propria) pharyngiennes (amygdales) et intestinales (plaques de Peyer).
Chez la majorité des individus, les réponses immunitaires initiées des ce stade contiennent
I’infection virale qui demeure peu ou pas symptomatique. Secondairement, la virémie (virus
disséminé dans la circulation sanguine) peut étre a I’origine d’un syndrome dont la sévérité

dépend du statut immunitaire, de la souche, etc... [Figure 14].

1) Atteintes neuroméningées

De nombreux sérotypes d’EV peuvent infecter le SNC. Le poliovirus (espece EV-C)
est le sérotype neurotrope le plus connu en raison des nombreuses épidémies de paralysies
flasques occasionnées dans le passé. Parmi les autres EV, I’echovirus 30 (EV-B) et 'EV-A71
(EV-A) sont particulicrement neurotropes et épidémiques (Pallansch et Roos, 2007). Les
atteintes du SNC par les EV se manifestent sous la forme de trois entités cliniques principales
: les méningites aigués (dites aseptiques), les encéphalites et les myélites. Les méningites
aseptiques sont des inflammations causées par beaucoup d’entérovirus et particulierement
ceux de I’espece EV-B : echovirus et coxsackievirus B (Pallansch et Roos, 2007). La réaction
inflammatoire qui se développe dans les méninges provoque des symptomes généraux
(céphalées, fievre, somnolence, raideur de nuque, photosensibilité, nausées, vomissements...).
Le virus est retrouvé tres rapidement apres le début des symptomes dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR), la charge virale dans le LCR dépend de 1’age des patients et du sérotype de
I’entérovirus en cause (Volle et al, 2014). Les méningites a entérovirus sont spontanément
résolutives et moins séveres que les méningites d’origine bactérienne, ce qui indique que la
multiplication virale reste cantonnée a la périphérie du cerveau ; les sites tissulaires précis

dans lesquels les entérovirus se multiplient ne sont pas connus.

2) Autres pathologies

Les entérovirus peuvent atteindre de nombreux autres tissus tels que la peau, les yeux,
le cceur, le foie, le pancréas ou les muscles. Les infections de la peau et des muqueuses
3iéme

provoquent le syndrome pied-main-bouche et I’herpangine qui sont détaillés dans la

partie de cette introduction. Les infections a entérovirus EV-D70 et CV-A24 peuvent causer
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des conjonctives hémorragiques aigués, caractérisées par une incubation de courte durée. Les
symptOmes sont une augmentation excessive du larmoiement, des douleurs oculaires, un
cedeme périorbitaire et une rougeur de la conjonctive (Yin-Murphy, 1984). Les EV peuvent
étre a l'origine de myocardites (Andréoletti et al, 2009), de symptdmes respiratoires
(Pallansch et Roos, 2007). De nombreux travaux suggerent un lien entre les infections a EV
et la survenue du diabete insulino-dépendant mais les mécanismes pathogéniques ne sont pas

établis (Kondrashova et al, 2014).

3) Diagnostic

Le diagnostic des infections neuro-méningées a entérovirus a pour but d’identifier
I’agent infectieux et d’exclure une infection bactérienne ou herpétique ; il consiste a détecter
le génome viral dans un prélevement de LCR. Le diagnostic des atteintes neuro-méningées est
effectué avec le prélevement de liquide céphalorachidien (LCR) obtenu par une ponction
lombaire généralement réalisée lors de I’admission des patients. La présence du génome viral
dans ce liquide biologique normalement stérile indique un passage du virus a travers les
barrieres sang/LCR (hémato-méningées) et/ou sang/parenchyme cérébral (hémato-
encéphalique).

Le diagnostic de la maladie pied-main-bouche est réalisé avec plusieurs prélevements :
gorge, vésicules cutanées ou buccales et selles [Figure 15]. Ces prélevements permettent la
détection et I’isolement de la souche de virus (Ooi et al, 2007), contrairement au LCR a partir
duquel le taux d’isolement viral est faible. Les isolats obtenus a partir de vésicules présentent

un intérét particulier puisqu’ils sont caractéristiques de I’infection systémique.

4) Identification moléculaire (génotypage)

L’identification de la souche par des techniques moléculaires permet d’apporter des
informations épidémiologiques sur le sérotype en cause et elle est effectuée en utilisant le
prélevement clinique utilisé pour le diagnostic virologique. L’avantage principal est la
rapidité d’obtention du résultat. Un autre avantage est la possibilité d’intégrer le génotypage
(y compris 1’étape de séquencage) dans le flux général des techniques moléculaires réalisées
dans un laboratoire de diagnostic (RT-PCR et séquencage de la région génomique 1D"*' ou
VP4/VP2).

L’identification peut aussi étre effectuée en utilisant la souche de virus isolée en

culture cellulaire. L’isolement viral consiste a inoculer le virus contenu dans un prélévement
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clinique a une lignée cellulaire permissive pour le virus. Il existe un grand éventail de
lignées cellulaires : par exemple, les cellules humaines de rhabdomyosarcome (RD) et les
cellules rénales de singe vert d’ Afrique (Vero) sont couramment utilisées pour 1’isolement des
souches d’EV-A (Schmidt et al, 1975). D’autres types cellulaires sont couramment utilisés
comme les cellules embryonnaires fibroblastiques de poumon humain a durée de vie limitée

(cellules MRC-5, Medical Research Council 5).
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Tableau 3. Sérotypes d’EV-A reconnus

Sérotype | Souche prototype | Origine et année d’isolement Reference Pathologies associées
CV-A2 Fleetwood USA - 1947 Sickles and Dalldorf, 1949 | Herpangine et syndrome PMB
CV-A3 Olson USA - 1948 Sickles and Dalldorf, 1949 | Herpangine et syndrome PMB
CV-A4 High Point USA - 1950 Melnick, 1950 Herpangine et syndrome PMB
CV-A5 Swartz USA - 1950 Dalldorf and Sickles, 1953 | Herpangine et syndrome PMB
CV-A6 Gdula USA - 1949 Dalldorf et al., 1949 Herpangine et syndrome PMB
CV-A7 Parker USA - 1949 Dalldorf et al., 1949 Rarement isolé
CV-A8 Donovan USA - 1949 Dalldorf et al., 1949 Herpangine et syndrome PMB
CV-A10 Kowalik USA - 1950 Dalldorf et al., 1949 Herpangine et syndrome PMB
CV-A12 Texas-12 USA - 1948 Melnick, 1950 Rarement isolé
CV-A14 G-14 Afrique du Sud - 1950 Gear, 1958 Rarement isolé
CV-Al6 G-10 Afrique du Sud - 1951 Gear, 1958 Herpangine et syndrome PMB
EV-A71 BrCr USA - 1970 Schmidt et al., 1974 Syndrome PMB et complications

neurologiques/pulmonaires
EV-A76 FRA91-10369 France - 1991 Oberste et al., 2005 Rarement isolé
EV-A89 BANO00-10359 Bangladesh - 2000 Oberste et al., 2005 Rarement isolé
EV-A90 BAN99-10399 Bangladesh - 1999 Oberste et al., 2005 Rarement isolé
EV-A91 BANO0-10406 Bangladesh - 2000 Oberste et al., 2005 Rarement isolé
EV-A92 USA/GA99-R]Ig-7 Isolé chez le singe

EV-A114 BAN-11610 Rarement isolé

EV-A119 09C13CMR Rarement isolé

EV-A120 184977-PNG-09 Rarement isolé

EV-A121 | V13-0682 (India) Rarement isolé
Sv19 M19s Isolé chez le singe
Sv43 OM112t Isolé chez le singe
SV46 OM22 Isolé chez le singe
BA13 A13 Isolé chez le singe

Figure 16. Diversité de sérotypes au sein des EV-A
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L’espece EV-A se compose de 21 sérotypes d’entérovirus humains (CV-A2, CV-A3,
CV-A4, CV-AS5, CV-A6, CV-A7, CV-AS, CV-A10, CV-Al12, CV-Al4, CV-Al6, EV-AT1,
EV-A76, EV-A89, EV-A90, EV-A91, EV-A92, EV-A114, EV-A119, EV-A120 et EV-A121)
et de 4 sérotypes d’entérovirus simiens (SV19, SV43, SV46 et BA13) [Table 3].
Les sérotypes humains constituent trois groupes monophylétiques [Figure 16] :
- L’un comprend les types principalement associés a 1’herpangine (CV-A2,
CV-A3, CV-A4, CV-AS5, CV-A6, CV-A7, CV-A8, CV-A10, CV-Al12)

- Le deuxieme, les types associés a la maladie pied-main-bouche (CV-Al4,
CV-Al6 et EV-AT71)

- Le troisieme groupe integre des types identifiés récemment et plus rarement

isolés (EV-A76, EV-A89, EV-A90...)

Les maladies les plus fréquentes chez ’homme causées par les sérotypes de I’espece A
sont des manifestations inflammatoires cutanéomuqueuses : la maladie pied main bouche et
I’herpangine. Ces maladies contagieuses sont épidémiques et affectent principalement les

jeunes enfants de moins de 5 ans ; ces formes symptomatiques sont majoritairement bénignes.

Les complications les plus séveres de la maladie pied-main-bouche sont observées
pendant l'infection par des souches EV-A71; elles sont liées au neurotropisme de cet
entérovirus. Les complications neurologiques affectent les treés jeunes enfants et se présentent
sous la forme d’encéphalite du tronc cérébral, de paralysie flasque (type poliomyélite) et

d’atteintes cardiopulmonaires qui nécessitent une prise en charge en soins intensifs.

I. Manifestations cliniques

1) Maladie pied-main-bouche

La premiere caractérisation formelle de la maladie pied-main-bouche a été rapportée
en 1960 a Birmingham en Angleterre (Alsop et al, 1960). Les signes cliniques de la maladie
pied-main-bouche se déclarent 3 a 7 jours aprés un contact avec une personne infectée. Ils
débutent par une fievre modérée, une diarrhée, des arthralgies et un malaise général. Par la
suite, un exantheme vésiculaire cutané apparait principalement sur la plante des pieds, la
paume des mains et la muqueuse de la cavité buccale (langue, palais et gencives) [Figure 17]
(Alsop et al, 1960). Ces vésicules cutanées ne provoquent pas de démangeaisons mais sont

douloureuses. La maladie PMB peut aussi se manifester sous la forme d’éruptions cutanées
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Figure 17. Exantheme vésiculaire cutanée du syndrome pied-main-bouche
Ulceres sur la langue (A), les levres (B) ; 1ésions maculaires et vésiculaires sur le
poignet (C) et le pied (D) observées chez des enfants infectés par des EV-A.
[Ooi et al., 2010]

Figure 18. Eczéma coxsackium : forme atypique du syndrome pied-main-bouche
Lésions cutanées sur I’intégralité du corps

[Mathes et al., 2013]



maculopapuleuses (sans vésicules) sur les fesses, les genoux et les coudes. Plus rarement, une
atteinte du systéme respiratoire supérieur, une gastroentérite, une bronchiolite ou une
pneumonie peuvent étre retrouvées lors de I’infection (Ooi et al, 2010). Récemment, des
formes présentées comme atypiques de maladie pied-main-bouche ont été rapportées : eczéma

coxsackium, lésions cutanées sur I’intégralité du corps [Figure 18] (Mathes et al, 2013).

2) Herpangine

L’herpangine est un syndrome marqué par l'apparition d'une fievre accompagnée de
mal de gorge et d’un énanthéme douloureux dans la cavité buccale postérieure comprenant les
plis du pharynx antérieur, la luette, les amygdales et le palais mou (Zahorsky, 1951). Chez
certains enfants, I’infection se propage a d'autres parties de la bouche, comme les gencives et
la langue, de sorte que la distinction des signes cliniques avec ceux de la maladie PMB est

parfois difficile.

3) Paralysie flasque de type poliomyélite

Les paralysies flasques ressemblant a la poliomyélite peuvent étre des symptomes
d’atteintes neurologiques causées par de nombreux entérovirus (Melnick, 1984). Elles se
caractérisent par une apparition soudaine de faiblesses musculaires au niveau des membres
inférieurs dans la plupart des cas. Ces signes cliniques surviennent a cause de I’infection et la
destruction des motoneurones dans la corne antérieure de la moelle épiniere, un processus
pathologique proche de [D'infection par les souches de poliovirus (McMinn, 2002).
Contrairement aux paralysies induites par le poliovirus, les paralysies causées par ’'EV-A71
ne perdurent pas au-dela de 60 jours et présentant un taux de rétablissement plus élevé par

rapport aux infections par des poliovirus.

4) Encéphalite du tronc cérébral

L’atteinte du tronc cérébral est une encéphalite et I’une des plus séveres manifestations
neurologiques de I’infection a EV-A71 (Ooi et al, 2010). Elle peut conduire au déces de
I’individu infecté. Elle est classée en trois stades de sévérit€é : (i) encéphalite sans
complications, (ii) dérégulation du systeéme nerveux autonome et (iii) cedéme pulmonaire
(Wang et al, 2008). Certains symptomes précoces (contractions myocloniques, ataxie,
tremblements, nystagmus (mouvement d'oscillation involontaire du globe oculaire) ou

paralysies oculaires et bulbaires) indiquent une atteinte du tronc cérébral (stade n°l).
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L’individu infecté peut développer rapidement des symptomes tels qu’une tachycardie, une
tachypnée et une hypertension, signes d’une dérégulation du systtme nerveux autonome
(stade n°2). L hypertension associée a cette infection virale est provoquée par une atteinte des
centres respiratoires et vasomoteurs au niveau de la médulla. L’infection virale peut atteindre
le troisieme stade de sévérité, caractérisé par certains symptomes comme une hyperglycémie,
une cyanose ou/et un syndrome lié a un cedeme pulmonaire et des troubles cardiaques. Ces
atteintes respiratoires peuvent conduire au déces de I’individu infecté dans 80 a 90 % des cas
(Lum et al, 1998 ; Ooi et al, 2010). Le processus physiopathologique conduisant a la survenue
de ’cedéme pulmonaire sévere n’est pas clairement compris a I’heure actuelle. L hypothese
retenue est la combinaison d’une réponse inflammatoire systémique et d’une inflammation de
la substance grise de la medulla oblongata. Cette réponse inflammatoire serait liée a la
libération de cytokines et chemokines (IL-6, IL-10, IlI-13 et TNFa) entrainant une
augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire. L’infection de la medulla oblongata
aboutirait a une dérégulation du systeme autonome, favorisant I’cedéme pulmonaire sévere.
Ce type d’atteinte peut provoquer des séquelles neurologiques pour le reste de la vie des

individus (Tsai et al, 2014).

II. Pouvoir pathogene

Les EV-A responsables de la maladie pied-main-bouche peuvent se transmettre via le contact
avec des sécrétions orales, des fluides vésiculaires ou des gouttelettes respiratoires contenant
le virus. Comme les autres entérovirus, les sites initiaux de la multiplication virale sont
I’oropharynx (amygdales) et I’intestin (plaques de Peyer). Le virus peut étre disséminé par le
sang et le systeme lymphatique vers les ganglions lymphatiques régionaux et d’autres tissus
(peau, muqueuses, méninges, bulbe rachidien, moelle épiniere, foie, pancréas...). La
progression du virus vers ces différents tissus dépend du tropisme de la souche et des réponses
immunes de ’hote.

Plusieurs réponses immunitaires se mettent en place lors d’une infection virale :
libération de cytokines, production d’anticorps et activation de lymphocytes T cytotoxiques.
La réponse immune innée intracellulaire génere un environnement défavorable pour le cycle
viral et favorise la présentation d’antigenes viraux. Cette réponse antivirale est activée grace a
des senseurs moléculaires appelées « Pattern Recognition Receptors » (PRR). Certains d’entre
reconnaissent des motifs conservés chez les agents pathogénes (ou PAMP) tels les ARN

double brin (Kato et al, 2006). Trois familles de récepteurs cytoplasmiques ont été décrites :
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Figure 19. Mécanisme moléculaire d’inhibition de la synthése d’interféron lors d’une infection par
un entérovirus

L’infection d’une cellule hote par un entérovirus enclenche une réponse immunitaire antivirale, s’amorcgant
par la reconnaissance de I’ARN double brin viral par les senseurs moléculaires, RLR et TLR. Ces derniers
vont activer des cascades cellulaires aboutissant a la synthese d’IFN- . La fixation de cette cytokine a ses
récepteurs, IFNARI, enclenche la synthese de protéines ayant des actions antivirales telles que PKR, OAS
et MxA. Le virus peut limiter cette réponse antivirale par 1’action de ses deux protéases 2AP™ et 3CP*°,
ayant la capacité de cliver de nombreux intermédiaires de la cascade cellulaire de I’'IFN- 3 ou d’inhiber
leurs syntheses (losange bleu).

Légende : IFN: Interféron; IRF: Interferon regulatory factor; ISGs: Interferon stimulated genes; MDA:
Melanoma differentiation-associated gene; dsSRNA: Double-stranded RNA; PKR: Protein kinase R; TLR:
Toll-like receptor; MAVS: Mitochondrial antiviral signaling protein; ISRE: Interferon stimulated response
element; OAS: Oligoadenylate synthetase; RIG-I: Retinoic acid-inducible gene 1.

(Modifié d’apres Dotzauer et Kraemer, 2012)



les récepteurs de type RIG-I (RLR), de type Toll (TLR) et de type NOD (NLR). L’activation
de ces récepteurs enclenche une suite de réactions impliquant I’activation de la protéine
mitochondriale de signalisation antivirale (MAVS, Dotzauer et Kraemer, 2012). Celle-ci
favorise la production de cytokines pro-inflammatoires (voie cellulaire NF-kB) et de protéines
antivirales (PKR, OAS, MxA) via la voie de I'INF-f [Figure 19].

Des processus d’échappement qui atténuent les effets de la réponse immune innée
antivirale se sont mis en place au cours de 1’évolution des entérovirus. La protéase virale 3C*™
du poliovirus induit un arrét de la grande majorité des syntheses protéiques cellulaires dont les
cytokines et les senseurs PRR (Feng et al, 2014). Par ailleurs, la protéase 2A”° de ’'EV-A71
peut bloquer la signalisation induite par I’interféron  en limitant la production de cette
cytokine ou celle des récepteurs a I'INF appelés IFNARI (Lu et al, 2012 ; Wang et al, 2013).

La réponse immune adaptative prend le relais et limite la dissémination du virus dans
I’organisme hoéte et la réponse humorale joue un rdle prédominant dans la résolution
spontanée de D'infection par un entérovirus. L’expérience de plusieurs décennies de
vaccination orale contre les poliovirus montre que la présence d’'une mémoire immunitaire
produisant une immunité des muqueuses permet de limiter rapidement les infections virales
secondaires et la diffusion interindividuelle de ces virus (Ogra, 1984). La réponse a médiation
cellulaire est aussi mise en place au cours de I'infection a EV-A71 (Dang et al, 2014). Cette
réponse immune spécifique peut également €tre contournée. Par exemple, il a été montré in
vitro que I’EV-A71 peut infecter de nombreuses populations de cellules immunitaires telles
que la lignée Jurkat (Lymphocytes T), la lignée de macrophages THP-1, les cellules
mononuclées du sang périphérique et les cellules dendritiques humaines (Chen et Yeh, 2009).
L’infection des cellules immunitaires par ce virus enclenche la production de cytokines pro
inflammatoires (TNFa ou MIF, facteur inhibiteur de migration de macrophages), ce qui

pourrait jouer un rdle dans les infections séveres.

III. Récepteurs cellulaires de ’EV-A71 et des types apparentés

Plusieurs molécules de la surface cellulaire ont été décrites comme récepteurs utilisés
par ’EV-A71 et plusieurs autres sérotypes de I’espece EV-A : il s’agit de PSGL-1, SCARB?2,
I’annexine II, de I’acide sialique et de la lectine DC-SIGN [Tableau 2].
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Figure 20. PSGL-1 : protéine membranaire des leucocytes et récepteur d’attachement de
certaines souches d’EV-A71

(A) Structure du récepteur PSGL-1. Il s’agit d’un polypeptide transmembranaire riche en résidus
proline, sérine et thréonine. Les glycanes O-linked portés par PSGL-1 peuvent subir deux types
de modifications post-traductionnelles lui permettant d’étre un contre récepteur de la sélectine P,
une fucosylation (1,3) et une sialylation (2,3 ; http://bme.virginia.edu/ley/psgl-1.html).

(B) Role physiologique de PSGL-1 chez les leucocytes. La fixation de la Sélectine P au récepteur
PSGL-1 permet le rolling des leucocytes vers les cellules endothéliales en conditions
inflammatoires (modifié d’apres Zimmerman, 2001).

(C) PSGL-1 : récepteur de certains EV-A71. La protéine membranaire PSGL-1, exprimée chez
les leucocytes est un récepteur fonctionnel pour certaines souches d’EV-A71 (EV71-PB). Les
souches EV71-non-PB infectent les leucocytes sans utiliser le récepteur PSGL-1. L’ensemble des
souches d’EV-A71 infectent d’autres types cellulaires qui n’expriment pas ou peu le récepteur
PSGL-1 (d’apres Nishimura ef al., 2009).

(D) Comparaison des structures de capsides des souches EV-71-PB et EV-71-non-PB. Surface
électrostatique des capsides des EV-A71 pouvant se lier ou non au récepteur PSGL-1. Des
différences de structures s’observent notamment au niveau de 1’axe d’ordre 5 d’un protomere
(d’apres Nishimura et al., 2013).



1) PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1)

Les atteintes séveres consécutives a linfection par I'EV-A71 (cedeme
cardiopulmonaire) se caractérisent par un taux élevé de cytokines pro-inflammatoires et une
diminution du nombre de lymphocytes T. Un lien entre la lymphopénie et I’infection a EV-
AT1 a été recherché et PSGL-1 a été identifiée comme un récepteur fonctionnel (Nishimura e?
al, 2009). 1l s’agit d’une sialomucine exprimée a la surface des leucocytes des lignées
myéloide et lymphoide [Figure 20a]. Cette protéine est impliquée dans 1’attachement et le
«rolling » des leucocytes effecteurs sur les cellules endothéliales activées, pendant la réponse
inflammatoire [Figure 20b].

PSGL-1 n’est pas le récepteur cellulaire de toutes les souches d’EV-A71 et plusieurs
facteurs interviennent dans le mécanisme d’adsorption [Figure 20c]. Pour qu’une souche
d’EV-A71 puisse se lier a PSGL-1, celle-ci doit avoir subi des modifications post
traductionnelles : sulfatation des tyrosines présentes dans la région N-terminale de la protéine
(Nishimura et al, 2010). La liaison entre une souche d’EV-A71 et le récepteur PSGL-1 tient
aussi a la présence d’une combinaison de deux acides aminés dans la protéine de capside VP1
[Figure 20d] : une glycine (G) ou une glutamine (Q) a la position 145 combinée a un acide
aspartique (E) en position 98 (Nishimura et al, 2013). La lignée cellulaire murine 1.929 a été
rendue sensible a I'infection par ’EV-A71 par I’expression stable la protéine humaine PGSL-
1 (L-PSGL-1.1). Les cellules transfectées ont été utilisées pour analyser le role de cette
protéine dans la sensibilité a I’infection virale. Les souches d’EV-A71 qui se lient a PSGL1 se
multiplient dans cette lignée cellulaire mais a des taux faibles, ce qui suggere la nécessité de
mutations secondaires pour une multiplication virale optimale (Miyamura et al, 2011). Le
récepteur PSGL-1 ne semble pas étre en mesure d’induire I’internalisation et la décapsidation
des particules virales, et serait simplement une molécule d’attachement des virions
(Yamayoshi et al, 2013). La multiplication de différentes souches d’autres types d’EV-A a
aussi été comparée dans les cellules L-PSGL-1.1 (Nishimura et Shimizu, 2012). L’étude
indique que les types CV-A3, CV-A10, CV-A12, CV-Al4 et CV-A16 infectent les cellules

mais le récepteur PSGL-1 n’est pas requis.

2) SCARB2 (human scavenger receptor class B, member 2)

L’origine de la sensibilité des cellules RD (rhabdomysarcome) a I’infection par les
souches d’EV-A71 a été recherchée par transfection d’une banque de leur ADN génomique a
des cellules murines 1.929. L’analyse du transcriptome de clones sensibles a I’infection par

I’EV-A71 a permis d’identifier le géne de SCARB2 dans le transgene présent dans les cellules
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Figure 21. SCRAB?2 : protéine membranaire des lysosomes et récepteur
d’attachement et d’internalisation de ’EV-A71

(A) Structure du récepteur SCARB2. Il s’agit d’une protéine membranaire de 478
acides aminés qui posseéde deux domaines transmembranaires, caractérisés par des queues
cytoplasmiques en parties N-terminal et C-terminal. Les numéros représentent les exons.
La capside de ’EV-A71 peut se lier a I’exon 4 de SCARB2 (d’apres Yamayoshi ef al.,
2012).

(B) Mécanisme d’infection cellulaire des cellules RD par un EV-A71 via SCARB2.
Physiologiquement, SCARB2 participe aux transports membranaires et a la réorganisation
des compartiments lysosomes/endosomes. Lors d’une infection par un EV-A71, SCARB2
peut lier la capside virale et enclencher un mécanisme d’endocytose dépendante de la
Clathrine. Le virus est décapsidé et I’ ARN viral libéré au sein du cytoplasme cellulaire
(d’apres Yamayoshi et al., 2012).

(C) Schéma du mécanisme d’entrée de ’EV-A71 via le récepteur SCARB2. La
capside de ’EV-A71 s’attache a SCARB2 au niveau I’axe d’ordre 5 de la capside virale
(A,B). En condition de ph acide (endosome tardif), un changement de conformation de la
capside a lieu afin d’ouvrir le canal lipidique (C) et libérer le « pocket factor » représenté
par les vers (D,E). L’absence de ce dernier permet la décapsidation et le relargage de

I’ ARN viral au sein du cytoplasme cellulaire (F ; d’apres Dang ef al., 2014).



L1929 (Yamayoshi et al, 2009). La protéine SCARB2 est une protéine intégrée a la membrane
lysosomale (famille des CD36) ; elle possede deux domaines transmembranaires [Figure 21a]
et c’est 'une des protéines les plus abondantes dans la membrane des lysosomes et des
endosomes. SCARB2 intervient dans la réorganisation des compartiments lysosomes-
endosomes et agit comme un récepteur pour le transport de la B-glycocerebrosidase (B-GC) du
réticulum endoplasmique vers les lysosomes [Figure 21b]. L’expression ubiquitaire de cette
protéine dans les tissus humains (y compris les neurones) suggere qu’elle peut étre impliquée
comme récepteur dans les infections systémiques par 'EV-A71. L’utilisation de protéines
chimeres entre des formes humaines et murines de SCARB2 a montré que le site de liaison de
I'EV-AT71 est localisé dans le domaine extracellulaire de SCARB2 (exon 4), entre les acides
aminés 142 et 204 [Figure 21a] (Yamayoshi et Koike, 2011). Des acides aminés de la boucle
EF de la protéine de capside VP1 — mur du canyon — sont importants pour la liaison
SCARB2/EV-A71 (Chen et al, 2012). Le modele cellulaire L-SCARB2 obtenu par
transfection du géne humain de la protéine SCARB2 dans la lignée 1929 montre qu’une
majorité de souches d’EV-AT71 utilisent SCARB2 comme récepteur cellulaire (Yamayoshi et
al, 2009). L’infection des cellules RD par les sérotypes CV-A7, CV-Al4 et CV-Al6 est
également médiée par cette protéine (Yamayoshi et al, 2012).

Contrairement au récepteur PSGL-1, SCARB2 permettrait a la fois 1’attachement de la
particule virale, son internalisation et sa décapsidation (Yamayoshi et al, 2013). L’entrée des
virions par endocytose mobiliserait la voie des clathrines. Le mécanisme moléculaire de la
décapsidation dépendant de SCARB?2 a fait I’objet d’une étude structurale approfondie (Dang
et al, 2014). Le modele propose que 1’acidification des endosomes soit un élément important
permettant un changement de conformation du résidu a5 de SCARB2. Ceci entraine
I’ouverture d’un tunnel lipidique qui peut faire sortir le lipide appelé «pocket factor »
naturellement présent dans les capsides d’entérovirus. La capside virale change alors de
conformation et une ouverture se forme au niveau de la partie N-ter de VP1. Le génome viral

est finalement libéré hors de la capside dans le cytoplasme cellulaire [Figure 21c].

3) L’annexine I1

L’annexine II est présente dans plusieurs compartiments (cytosol, membrane). Elle est
multifonctionnelle : elle joue un role dans 1I’angiogenese, la migration cellulaire et la synthese
de plasmine. Elle est notamment exprimée par les cellules endothéliales, les monocytes, les
macrophages, les cellules dendritiques et les cellules épithéliales. Présente a la surface des

cellules RD, I’annexine II peut se lier a la protéine de capside VP1 de 'EV-A71 facilitant
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I’infection des cellules RD (Yang et al, 2011). Cette protéine se lie a des acides aminés
compris entre les positions 40 a 100 de la protéine VP1 de ’'EV-A71. Cette interaction semble
favoriser I’infection virale dans des conditions défavorables pour le virus telles qu’une faible

dose infectieuse. Le sérotype CV-A16 ne se lie pas a I’annexine II (Yang et al, 2011).

4) L’acide sialique

Les acides sialiques sont des monosaccharides présents dans les chaines de glycanes
des glycolipides et des glycoprotéines. Ils sont présents en abondance a la surface des cellules
épithéliales intestinales. Les acides sialiques de type « N-linked Glycan » et « O-linked
Glycan » sont impliqués dans I’infection des cellules épithéliales intestinales DLD-1 par

I’EV-AT1 (Yang et al, 2009).

5) La lectine DC-SIGN « DC-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing
nonintegrin »

Les cellules dendritiques sont des cellules professionnelles présentatrices d’antigenes
qui activent les lymphocytes T et induisent la sécrétion de cytokines. L’EV-A71 peut infecter
les cellules dendritiques immatures humaines et induire I’expression d’antigénes viraux a la
surface de ces cellules infectées (Lin et al, 2009). L’entrée de ’EV-A71 dans les cellules
dendritiques est en partie médiée par la molécule de surface DC-SIGN. L’infection des
cellules dendritiques par I’EV-A71 pourrait ensuite induire la réponse immunitaire adaptative
en stimulant la prolifération des cellules T. Bien que I’attachement de 'EV-A71 médié par
DC-SIGN ait été confirmé avec des cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDCCs), il
n’est pas suivi d’une infection virale (Ren et al, 2014). La liaison de ’'EV-A71 a la molécule
DC-SIGN des cellules dendritiques pourrait constituer un mode de dissémination précoce du

virus dans I’organisme.

IV. Modéeles animaux de ’infection a EV-A71

1) Modéele simien
Les primates de plusieurs especes sont sensibles a I'infection a EV-A71 : macaque
rhésus (Macaca mulatta), singe vert (primate simiiforme, Chlorocebus sabaeus) et macaque
crabier ou macaque cynomolgus (Macaca fascicularis). Chez ces primates, I’infection conduit

a un syndrome neurologique proche de celui observé chez 1’étre humain : paralysie flasque
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aigué, troubles locomoteurs et encéphalite du tronc cérébral (Hashimoto er al, 1978 ;
Koroleva et al, 2013). Outre les aspects €thiques de 1'utilisation des primates, I’intérét des
modeles simiens d’infection a EV-A71 est limité par le fait que les singes ne développent pas
I’cedéme pulmonaire qui en est le facteur le plus sévere. Une étude de Zhang et al (2011) chez
le singe rhésus décrit le mode d’évolution de la virémie dans différents tissus selon le mode

d’inoculation.

2) Modéele « rongeur »

Les sigmodons, les hamsters dorés et les souris sont les rongeurs qui au stade nouveau-
né sont sensibles a I'infection a EV-A71 (Chumakov et al, 1979 ; Koroleva et al, 2013). Les
jeunes sigmodons infectés par des souches d’EV-A71 développent des manifestions
neurologiques équivalentes a celles observées chez les singes et chez I’homme; ils
représentent un modele pour étudier la neuropathologie causée par ’EV-A71 (Koroleva et al,
2013). Des lésions pathologiques du SNC (destructions neuronales et gliales) ont été
observées suite a 1’infection. Concernant les hamsters dorés, des tests d’infections ont €té
réalisés en 1979, conduisant a des 1ésions de type poliomyélitique au niveau du SNC, des
myosites et des paralysies (Chumakov et al, 1979). Mais depuis aucune autre étude n’a repris
ce modele.

Bien que les souris adultes semblent résistantes aux infections par des EV-A71, les
souris nouveau-nées y sont sensibles durant une courte période de temps : 2 semaines d’age
au maximum (Wang et Yu, 2014). Une étude indique que les souris de moins de deux
semaines ne possedent pas de récepteurs a I’interféron de type I et II (Khong et al, 2012). Des
souches d’EV-A71 ont été adaptées a la souris. La souche « MP4 » a été obtenue en
effectuant plusieurs passages d’une souche humaine d’EV-A71/C2 chez des souriceaux
(Wang et al, 2004). Cette souche a révélé des caractéristiques physiopathologiques
intéressantes : croissance plus rapide, effet cytotoxique plus important in vitro et des atteintes
du SNC. Génétiquement, elle a accumulé des mutations protéiques : K218L (protéine VP2) ;
A1214P et L1215R (protéine 2C), suggérant des déterminants moléculaires d’adaptation de
I’EV-A71 au modele murin (Wang et al, 2004). Mais les études réalisées avec un modele
murin indiquent que les sites principaux d’infection du virus sont le muscle et les tissus
adipeux, ce qui en limite I’intérét physiopathologique. Par ailleurs, les homologues murins des
récepteurs humains SCARB2 et PSGL-1 de I’EV-A71 ne jouent pas ce role chez la souris.
L’équipe japonaise qui a découvert le récepteur SCARB2 a développé des souris

transgéniques « hASCARB2-Tg Mice » via micro injection dans des embryons murins d’un
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Tableau 4. Principales épidémies causées par ’EV-A71

Période Région Nombre | Nombre de | Nombre | Syndromes cliniques Génotype
de cas cas séveres | de déces
1969 - 1972 Californie (USA) 20 20 1 Meéningites, encéphalites A
1972 - 1977 New York (USA) 28 19 0 Meéningites, encéphalites, PMB ND
1972 - 1973 Australie 49 49 0 Meéningites ND
1973 Suede 195 0 Meéningites, PMB ND
1973 Japon 335 84 0 Méningites, PMB ND
1975 Bulgarie 705 705 44 Meéningites, paralysies ND
1978 Hongrie 1550 1550 45 Méningites (826), encéphalites (724) ND
1979 France 5 ? 0 Atteintes du SNC, fievre ND
1986 Australie 144 7 0 Encéphalites (6), paralysies (1) ND
1986 Hong-Kong 5 5 0 Monoplégie (5) ND
1997 Sarawak (Malaisie) 6000 ? 29 Meéningites, paralysies, ataxies cérébrales, cedemes B2
pulmonaires (29)
1997 - 1998 Singapour 39 ? 0 Méningites, PMB ND
1998 Taiwan 130000 405 78 Encéphalites, cedemes pulmonaires, PMB C2
1999 Perth (Australie) 6000 29 0 Meéningites, paralysies, ataxies cérébrales, PMB
2000 Singapour 81 4 4 Meéningites, paralysies, PMB B4
2000 - 2003 Malaisie 277 52 4 Meéningites, PMB B4, B5, C1
2005 Viét-Nam 173 51 3 Atteintes du SNC (51), PMB (173) Cl1,C4
2006-2007 France 28 1 1 Meéningites, syndrome respiratoire (1), PMB Cl,C2
2007 Allemagne 13 0 0 Méningites, PMB C2
2007 Danemark 17 0 0 Méningites, PMB BS, C1, C2
2007 Shandong (Chine) 1149 ? 3 cedemes pulmonaires, PMB C4
2008 Chine 488955 ? 128 Meéningites, encéphalites, cedemes pulmonaires, PMB C4
2009 Chine 666570 ? 225 Meéningites, encéphalites, cedémes pulmonaires, PMB C4
2010 Chine 1734457 ? 905 Meéningites, encéphalites, cedémes pulmonaires, PMB C4
2011 Chine 1512064 ? 506 Meéningites, encéphalites, cedemes pulmonaires, PMB C4
2012 Chine 2071237 ? 550 Meéningites, encéphalites, cedemes pulmonaires, PMB C4
2012 Cambodge ? 61 61 Atteintes du SNC C4
2012 Viét-Nam 148366 ? 45 Atteintes du SNC, PMB ND
2013 Chine 1855078 ? 265 Meéningites, encéphalites, cedemes pulmonaires, PMB C4
2014 Chine 1688640 ? 220 Meéningites, encéphalites, cedemes pulmonaires, PMB Cc4

(15/07/14)




transgene BAC contenant le géene humain SCARB2 (Fujii et al, 2013). Ce modele est
intéressant car il reproduit le neurotropisme observé chez 1’homme (ataxie, paralysies et
déces). Il a également 1’avantage de permettre I'infection par des souches de CV-A16 et de
CV-Al4.

Comme le modele simien, la souris ne semble pas constituer un bon modele pour ce
processus, car le profil des cytokines produites est différent de celui observé chez I’Homme

(Wang et Yu, 2014).

V. Epidémiologie des infections a EV-A

Les cas de maladie pied-main-bouche surviennent sur un mode épidémique saisonnier avec un
premier pic a la fin du printemps ou au début de 1’été et un second pic d’intensité moindre au
début de I’automne (Solomon et al, 2010). La diminution de I’activité épidémique durant 1’été
pourrait €tre une conséquence de la fermeture des écoles liée aux vacances scolaires, limitant
localement la transmission interindividuelle des souches d’EV-A (Wang et al, 2011). La
température et d’autres facteurs environnementaux (hygrométrie) pourraient aussi influencer

la survie dans I’environnement et la transmission des souches d’EV-A (Wang et al, 2011).

1) Epidémiologie des infections a EV-A71

A. Souche prototype

L’EV-A71 a été isolé pour la premiere fois pendant une épidémie en Californie en
1969, au cours de laquelle 20 patients (2 mois—46 ans) ont présenté des troubles du SNC :
encéphalite, méningite aseptique ou méningoencéphalite. L[’analyse des souches par
neutralisation croisée a indiqué qu’il s’agissait d’un sérotype distinct de ceux mis en évidence
auparavant. La souche « BrCr» a été choisie comme souche représentative de ce nouvel
entérovirus parmi celles qui avaient été obtenues pour 20 prélevements, car sa capacité de
multiplication dans des cellules diploides de rein humain (HFDK) limitait les risques de
contamination par des virus simiens. La souche BrCr a été isolée a partir des selles d’un

nourrisson de 2 mois qui avait présenté une méningite aseptique (Schmidt et al, 1974).

B. Premieres vagues épidémiques, années 1970-1990 [Tableau 4]
L’EV-A71 a été identifié a New York entre 1972 et 1977, 28 cas dont 19 infections du

SNC - encéphalites, paralysies (Deibel et al, 1975). Des manifestations neurologiques
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causées par ’EV-A71 ont été rapportées a la méme période (1972-1973) en Australie chez 49
patients (Kennett ef al, 1974). En 1973, au sud de la Suede, 195 souches d’EV-A71 ont été
isolées chez des patients présentant une méningite aseptique ou une maladie PMB (Blomberg
et al, 1974). Au Japon, 335 cas d’infections a EV-A71 ont été rapportés pendant une épidémie
de maladie PMB ; des atteintes du SNC ont été rapportées dans 25% des cas (Ishimaru et al,
1980). En Bulgarie (1975), une épidémie de 705 cas d’infections du SNC a été causée par
I’EV-AT71 (21% de paralysie flasque de type poliomyélite ; 44 déces ; Chumakov et al, 1978 ;
Melnick, 1984). Aucun cas de syndrome PMB n’a été rapporté pendant 1’épidémie. Une
importante épidémie s’est produite trois ans plus tard en Hongrie, 826 cas de méningites
aseptiques, 724 cas d’encéphalites et 45 déces (Nagy et al, 1982). En 1979, 5 cas d’infections
a EV-AT71 ont été€ rapportés parmi des enfants de 5 a 9 ans en France (WHO, 1979). En 1986,
au cours d’une épidémie de 144 infections a EV-A71 en Australie, six encéphalites et une
paralysie flasque de type poliomyélitique ont été décrites (Gilbert et al, 1988). Cinq cas de
monoplégie (paralysie localisée) associés a ’EV-A71 ont été rapportés la méme année a

Hong-Kong (Samuda et al, 1987).

C. Epidémies dans la région Asie Pacifique depuis 1997

Dans la période récente, les épidémies de grande ampleur causées par ’EV-A71 ont
été rapportées dans la région Asie Pacifique. En 1997, au cours de I’épidémie dans la région
de Sarawak (Malaisie), 2 628 cas de syndrome PMB et d’herpangine ont été rapportés (Chan
et al, 2000). Chez 29 enfants décédés, I’infection a EV-A71 était associée une encéphalite du
tronc cérébral et un cedeme pulmonaire, une manifestation jamais décrite auparavant pour ce
virus. Au cours de 1’épidémie de Taiwan en 1998 (130 000 cas de syndrome PMB, 405 cas
d’infections du SNC), 78 déces ont été rapportés, principalement liés a un cedéme pulmonaire
(Ho et al, 1999). En 1999, le virus a été lié a 6000 cas de syndrome PMB dans la ville de
Perth (Australie) ; 29 cas d’atteintes neurologiques (méningite, ataxie cérébrale et paralysie)
ont été notés (McMinn et al, 2001). De nombreuses épidémies d’infections a EV-A71 ont été
décrites au cours des années suivantes, dans les pays de la région Asie-Pacifique : Singapour,
Japon et Corée du Sud en 2000 (Singh et al, 2002 ; Fujimoto et al, 2002 ; Jee et al, 2003),
Malaisie en 2000 et 2003 (Podin et al, 2006), Viét-Nam en 2005 (Tu et al, 2007) et Brunei en
2006 (AbuBakar et al, 2009).

Depuis 2007, les épidémies de maladie PMB les plus importantes sont décrites en
Chine. Entre janvier et mai 2008, 61 459 cas de syndrome PMB et 36 déces ont été rapportés.

Ceci a conduit a la création d’un systeme de surveillance du syndrome PMB a 1’échelle
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nationale en mai 2008. Le syndrome PMB est devenu une maladie de catégorie C dont les cas
doivent faire I’objet d’une déclaration (WHO, 2008). Ceci permet la détection d’épidémies
multiples dans de nombreuses régions du Nord et du Centre de la Chine, recensant au total
488 955 cas et 126 déces (Yang et al, 2009). Les épidémies régionales se sont poursuivies
dans le pays en 2009 : 1 155 525 cas dont 13 810 infections du SNC et 353 déces (Yang et al,
2011). Elles ont persisté en 2010, 2011 et 2012 (environ 1,5 millions de cas par an). Un bilan
fait état de 7 200 092 cas de syndrome PMB déclarés entre 2007 et 2012 (tous sérotypes
confondus) dont 82 846 cas d’infections du SNC et 2 457 déces causés principalement par une
défaillance cardio-pulmonaire et tous liés une infection a EV-A71 (Xing et al, 2014). Les
enfants entre 12 et 23 mois ont été les plus affectés par le syndrome PMB pendant les
épidémies annuelles dont le pic d’incidence principal est dans la période printemps/été (Xing
et al, 2014). En 2013, 1 855 078 cas de syndrome PMB ont été déclarés en Chine dont 265
déces. Le bilan établi au 15 juillet 2014 rapporte 1 688 640 cas de syndrome PMB et 220
déces, montrant la persistance du virus dans le pays
(http://www.wpro.who.int/emerging_diseases/HFMD/en).

En 2012, une épidémie au Cambodge a provoqué 61 déces dont 46 morts dans les 24
heures qui suivaient I’admission en milieu médicalisé et les autres dans les 3 jours suivants.
Les enfants ont développé des atteintes neurologiques (Biswas, 2012). L’institut Pasteur au
Cambodge a identifié ’EV-A71 comme 1’agent responsable de cette épidémie. Un réseau de
surveillance de syndromes neuro-respiratoire a été mis en place dans le pays. Une épidémie a
eu lieu au Viét-Nam a la méme période, 148 366 cas de syndromes PMB dont 45 déces
(Khanh et al, 2012). En Australie (2013), une épidémie d’infections a EV-A71 a été décrite
chez 37 enfants a Sidney (Horsley et al, 2014).

Dans le reste du monde, ’'EV-A71 circule a bas bruit en Amérique, en Afrique et en
Europe, causant des cas sporadiques (Solomon et al, 2010). Entre 2003 et 2005, une épidémie
d’infections par des EV-A71 causant 16 cas séveres a eu lieu a Denver, aux USA (Pérez-
Vélez et al, 2007). Au Brésil, une étude récente montre la circulation du virus dans la
population (Luchs et al, 2010). En Afrique, deux petites épidémies ont été rapportées au
Kenya a Nairobi en 1999 et 2000, chez des malades infectées par le VIH (Chakraborty et al,
2004). Une étude récente montre la présence de variants d’EV-A71 en Afrique (Nigéria,

Cameroun, République Centrafricaine) et Madagascar (Bessaud et al, 2014).
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D. Epidémies et circulation de ’EV-A71 en Europe

Aucune épidémie de grande ampleur n’a été rapportée en Europe depuis les deux
épidémies survenues pendant les années 1970. Plusieurs études ont décrit des cas sporadiques
en 1998 en Allemagne (Kehle ef al, 2003), a Chypre en 2000 et 2002 (Richter et al, 2006), en
Norvege en 2002 et 2003 (Witsg et al, 2007), en Autriche entre 2001 et 2004 (Huemer et al,
2008) et en Hongrie entre 2000 et 2005 chez des patients présentant une encéphalite
(Kapusinszky et al, 2010). En Grande Bretagne, 32 cas d’infection a EV-A71 ont été détectés
chez des patients en 1998 et 2006 ; 13 cas ont été associé€s a une manifestation neurologique
dont un déces par encéphalite (Bible ef al, 2008). Entre 2000 et 2007, 26 souches d’EV-A71
ont été isolées en Allemagne dans le cadre de la surveillance des entérovirus (Diedrich et al,
2009).

L’étude d’épidémiologie moléculaire réalisée sur 199 souches d’EV-A71 isolées aux
Pays-Bas entre 1963 et 2008 indique la survenue de deux épidémies en 1986 et en 2007 (van
der Sanden et al, 2009). Elle montre également la circulation de ’'EV-A71 des 1963 en
Europe et de ce fait, une circulation antérieure a 1’isolement de la souche prototype BrCr en
1969. Le Danemark a également connu une petite épidémie causée par I’EV-A71 en 2007
(Badran et al, 2011). Le déces d’un nourrisson de 17 mois causé par un cedéme pulmonaire et
une rthombencéphale a aussi été rapporté en 2007 en France en lien avec une infection a EV-
A71 (Vallet et al, 2009). Une étude suggere la circulation active des EV-A en Russie,
notamment dans les régions limitrophes de la Chine (Akhmadishina et al, 2014).

L’¢étude réalisée par notre équipe en 2011 montre la circulation de souches d’EV-A71
en France, en rapportant les cas de 55 patients hospitalisés entre 1994 et 2009 (Schuffenecker
et al, 2011). Les complications neurologiques observées chez 16 patients étaient les
suivantes : méningites (n=11), méningo-encéphalites (n=3), cedéme pulmonaire (n=1), myélite
(n=1) ; deux patients sont décédés. Cette étude a mis en évidence une plus grande fréquence

des infections en 2006 et 2007 en France comparativement aux années antérieures.

2) Epidémiologie des infections causées par les autres EV-A

L’épidémiologie des sérotypes CV-A2, CV-A3, CV-A4, CV-AS5, CV-A6, CV-AS,
CV-A10 et CV-A14 est moins bien connue car ils sont rarement a 1’origine de complications
séveres (Chang et al, 1999). Mais la surveillance renforcée de la maladie pied-main-bouche
en Asie montre la circulation épidémique des autres sérotypes dans plusieurs études récentes.
Par exemple, des épidémies de maladie pied-main-bouche causées par le CV-A6 ont été

rapportées dans différents pays asiatiques : a Taiwan en 2010 (Wei et al, 2011), au Japon en
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Figure 22. Réseaux sentinelles de surveillance de la région Asie-pacifique

(A) Couverture du réseau de surveillance APNET.
(http://sydney.edu.au/medicine/apnet/about/surveillance/index.php).

(B) Etendu du réseau de surveillance sentinelle des syndromes PMB en Chine. La
carte représente I’incidence des cas de syndromes PMB en Chine en 2009 (d’apres Zhu
etal.,2011).



2011 (Kobayashi et al, 2013), en Thailande en 2012 (Puenpa et al, 2013), en Chine en 2013
(Han et al, 2014) et en Nouvelle Z¢élande depuis 2012 (Hayman et al, 2014). Sur le continent
Américain, la circulation du CV-A6 a été rapportée dans de nombreux états aux USA ainsi
qu’a Cuba (CDC, 2012 ; Fonseca et al, 2014). Les souches de CV-A6 sont détectées chez des
enfants mais aussi des adultes et des signes cliniques atypiques (notamment des Iésions
cutanées sur 1’intégralité du corps) sont rapportés (Mathes et al, 2013). Concernant I’Europe,
des épidémies de maladie pied-main-bouche associées aux sérotypes CV-A6 et CV-A10 ont
été décrites en Espagne, en France et en Finlande entre 2008 et 2012 et en Ecosse en 2014
(Blomgqpvist et al, 2010 ; Mirand et al, 2012 ; Montes et al, 2013 ; Sinclair et al, 2014).
Concernant le sérotype CV-A16, la souche prototype « G10 » a été isolée en 1949 en
Afrique du Sud. Les souches de ce sérotype sont souvent détectées lors des épidémies a EV-
A71. La surveillance des entérovirus au Japon entre 1985 et 2002 rapporte des vagues
d’épidémies d’infections a CV-A16 tous les 3 ou 4 ans (Hosoya et al, 2007 ; Mizuta et al,
2013). Le virus est détecté depuis 1997 a Taiwan, en Malaisie et au Viét-Nam (Chang et al,
1999 ; Perera et al, 2007). La fréquence élevée de la détection de ce sérotype en Chine
suggere une circulation plus intense, peut-étre endémique a 1’échelle globale du pays. Depuis
2007, le sérotype CV-A16 est responsable de la majorité des cas lors des épidémies annuelles
de maladie pied-main-bouche en Chine (Zhang et al, 2010 ; Xing et al, 2014). En Europe, des
souches de CV-A16 sont isolées de maniere sporadique dans différents pays tels la Hongrie,

I’ Allemagne et la France (Kapusinszky et al, 2010 ; Rabenau et al, 2010 ; Mirand et al, 2012).

3) Surveillance de la maladie pied-main-bouche

A. Epidémio-surveillance dans les pays de la région Asie-Pacifique
région Asie Pacifique il y a un peu moins de 20 ans représente un probleme de santé publique
dans les pays concernés. Les épidémies a EV-A71 en Asie évoquent a certains égards celles
de poliomyélite il y a un siecle et la pathogénie des infections (neurotropisme, atteintes
cardio-pulmonaires) font de ce sérotype I’entérovirus le plus menagant apres le poliovirus.
Ces caractéristiques ont conduit a la création de réseaux de surveillance sentinelle dans
de plusieurs pays de la région Asie-Pacifique (Taiwan en 1998, Corée du Sud et Viét-Nam en
2005, Chine en 2007). Une collaboration entre cliniciens, épidémiologistes et virologistes de
Singapour, Sarawak (Malaisie) et Sidney (Australie) a donné naissance a APNET (Asia-

Pacific Enterovirus Surveillance Network) en 2003 [Figure 22A]. Ce réseau a pour but de
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centraliser et traiter les informations épidémiologiques de tous les pays de la région Asie-
Pacifique concernant les entérovirus afin de détecter les épidémies. Il informe les services de
santé de tous les pays concernés en cas de recrudescence de I’activité virale. Les recherches
menées dans les laboratoires faisant partie de ce réseau concernent le développement d’outils
rapides de diagnostic des EV-A et également I’étude de la pathogénese des EV-A. Il assure
également la formation et le support de nombreux services de santé impliqués dans la
surveillance régionale de ’EV-A71. 1l participe également au développement d’un vaccin
contre ’EV-A71. En raison des épidémies annuelles de grande ampleur depuis 2007, la Chine
a également mis en place des réseaux sentinelles de surveillance du syndrome pied-main-

bouche dans les plus grandes villes du pays [Figure 22B].

B. Epidémio-surveillance des infections a entérovirus aux USA et en Europe

Ailleurs dans le monde, la maladie pied-main-bouche ne fait pas 1’objet d’une
surveillance spécifique. Plus généralement, la surveillance des infections a entérovirus
(excepté la poliomyélite qui fait I’objet d’un programme spécifique coordonné par I’OMS) est
intégrée dans les systeémes nationaux de veille sanitaire des maladies infectieuses propres a
chaque pays. Aux USA, le programme de surveillance des entérovirus « National Enterovirus
Surveillance System » initié en 1961 par le centre de controle des maladies infectieuses
(CDC) permet de centraliser les cas d’infections diagnostiquées, d’identifier les souches et de
mener des investigations plus poussées dans des situations épidémiques. En Europe, le Centre
Européen de Prévention et Contrle des maladies (European Centre for Disease Prevention
and Control, ECDC), une Agence indépendante de 1’Union européenne, a pour but de
renforcer la lutte contre les maladies infectieuses en Europe. Les infections a entérovirus non
poliomyélitiques ne font pas partie des virus a déclaration obligatoire. La surveillance des
entérovirus n’est pas réalisée de facon homogene dans les tous pays européens. Toutefois, elle
est effectuée par des laboratoires hospitaliers spécialisés et, généralement, le laboratoire
national de référence affecté a la surveillance de la poliomyélite prend aussi en charge les
infections causées par les autres entérovirus. Un réseau de surveillance mis en place en 1996
sous I’égide du RIVM aux Pays-Bas, a permis de mettre en évidence par exemple une

épidémie d’infections a EV-A71 en 2007 (van der Sanden et al, 2009).

C. Epidémio-surveillance des infections a entérovirus en France
En France, la surveillance des infections a entérovirus est réalisée par le Centre

National de Référence (CNR) des Entérovirus et Parechovirus qui dépend de I'Institut de
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Veille Sanitaire (InVS). Les données cliniques et épidémiologiques sont obtenues par le
systeme de surveillance et d’alerte mis en place en 1996. Le Réseau de Surveillance des EV
(RSE) est actuellement composé de 40 laboratoires hospitaliers qui assurent le diagnostic
virologique. Le CNR Entérovirus/Parechovirus centralise les données et assurent un service
d’identification virale, de diagnostic le cas échéant et les alertes sanitaires lors de la survenue
d’épidémies ou de formes cliniques inhabituelles [Figure 23A].

En 2010, notre équipe a initié la surveillance spécifique des cas de syndrome pied-
main-bouche pour I’agglomération de Clermont-Ferrand. Un réseau sentinelle incluant 17
pédiatres du secteur privé et le service des urgences pédiatriques du CHU de Clermont-
Ferrand a été constitué pour une étude de trois ans. Le but du réseau est d’effectuer le
diagnostic virologique prospectif des cas de maladie PMB et d’herpangine et 1’identification
des souches dans les prélevements de gorge ou de bouche réalisés chez les enfants [Figure
23B]. En 2014, ce réseau a été étendu a 1’échelle nationale dans le cadre d’un protocole de
recherche clinique auquel participent 42 pédiatres libéraux répartis dans la plupart des régions
(Corse comprise). Cette étude permettra de comparer les caractéristiques cliniques associées
aux différents types d’entérovirus rencontrés a I’échelle nationale. Le nombre potentiel

d’enfants inclus sera de 3120 en un an.

VI. Séroprévalence de I’infection a EV-A71

Les études de séroprévalence informent sur le statut immunitaire de la population générale et
aussi sur la circulation silencieuse du virus. La premiere étude a s’étre intéressée a la
prévalence de I'infection a EV-A71 dans un pays de la région Asie-Pacifique concerne la
population de Taiwan avant et apres 1’épidémie de 1998 (Chang et al, 2002). Elle a été
effectuée avec une collection de 539 sérums prélevés en 1997 et de 4619 sérums obtenus en
1999. Apres I’épidémie (prélevements effectués entre janvier et juillet 1999), la
séroprévalence de ’EV-A71 chez les enfants de moins de moins de 3 ans était comprise entre
8% et 24%. L’étude d’un échantillon de 161 sérums prélevés dans la population thailandaise
indique une forte prévalence de I’infection a EV-A71 (65,8%) en 2009/2010 (Linsuwanon et
al, 2014). L’analyse rétrospective de 900 sérums collectés en 2005 dans 6 provinces chinoises
indique une grande disparité des taux d’infections a EV-A71 et CV-A16 entre les provinces ;
les taux d’infection a EV-A71 étaient inférieurs a 40% chez les enfants de moins de 3 ans

avant I’épidémie de 2008 dans trois provinces (Zhu et al, 2010).
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Figure 24. Séroprévalence de ’EV-A71 dans six régions de la Fédération de Russie

La séroprévalence de ’'EV-A71 a été étudiée chez des enfants agés entre 1-2 et 3—5 ans au
sein de différentes régions de Russie. Le numéro des souches d’EV-A71 isolées dans ces
régions sont indiquées sur la carte. Les différences significatives (test de Fisher) de
séroprévalence entre les différentes régions sont indiquées par les lettres au dessus du

graphique de séroprévalence. * : p<0.05,

(D’apres Akhmadishina et al., 2014).

% : p<0.01, *+% ; p<0.001.



La séroprévalence de I'infection a EV-A71 a été étudiée avec 831 sérums recueillis
chez des enfants de 6 régions russes dont certaines limitrophes de la Chine (Akhmadishina et
al, 2014). Le taux d’infection varie entre 19 % et 83 % selon la localisation géographique :
elle est significativement plus importante chez les enfants de 3 a 5 ans vivant les régions de la
partie asiatique [Figure 24].

Concernant I’Europe occidentale, deux études réalisées en Allemagne montrent que les
enfants d’age préscolaire sont trés majoritairement séronégatifs (Diedrich et al, 2009 ;
Rabenau et al, 2010). Mais il existe des variations importantes entre les deux études : 63.4 %
(0-3 ans) dans la premicre étude et 88 % (0—4 ans) dans la seconde. (Les taux de
séroprévalence varient entre 40 % et 50 % chez les 5-9 ans dans les deux études, mais les
résultats ne sont pas concordants pour les classes d’age supérieur : dans la premiere étude, le
taux d’infection chez les individus de 15 ans et plus est >60 % et il oscille entre 40 % et 50 %

dans la seconde.

VII. Epidémiologie moléculaire des entérovirus de ’espece A

L’épidémiologie moléculaire des entérovirus repose sur 1’analyse des séquences structurales
du génome car les éveénements de recombinaison génétique sont tres rares dans toute la région
génomique P1 (Oberste et al, 1999 ; Bouslama et al, 2007). La séquence de la protéine de
capside VP1 est la plus utilisée pour génotyper les souches, elle est reliée a plusieurs
caractéristiques virales (Bailly et al, 2008). Elle porte des déterminants antigéniques majeurs,
elle interagit avec un ou plusieurs récepteurs cellulaires et avec les trois autres protéines de
capside. Les séquences de la protéine de capside VP2 permettent également un génotypage

fiable mais sont moins utilisées (Ibrahim et al, 2014).

1) Epidémiologie moléculaire de ’E